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RESUMO 
 
 
Lipídeos ingeridos na dieta afetam diretamente o metabolismo de células tumorais e 
células de defesa. O óleo de peixe, rico em ácidos graxos poliinsaturados ω-3, 
especialmente ácido eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA), é 
conhecido por reduzir o crescimento tumoral e a caquexia. O mecanismo de ação pelo 
qual estes ácidos graxos atuam não está totalmente esclarecido, mas parece envolver 
ação direta sobre as células tumorais.  O óleo de fígado de tubarão, principal fonte 
natural de éteres lipídicos denominados alquilgliceróis, apresenta importante ação 
imunoestimulatória. Uma vez que óleo de peixe e óleo de fígado de tubarão atuam de 
forma diferente, porém positiva contra o desenvolvimento do câncer, o objetivo deste 
estudo foi investigar o efeito da associação da suplementação conjunta crônica com 
óleo de fígado de tubarão (Ecomer®) e óleo de peixe (Herbarium®), sobre a caquexia, 
crescimento tumoral e resposta linfocitária em ratos com tumor de Walker 256. Os 
animais, após o desmame (21 dias), foram separados nos seguintes grupos, de acordo 
como tipo de dieta oferecida: grupo C (sem suplementação), FT (suplementado com 
óleo de fígado de tubarão), OP (suplementado com óleo de peixe), FT+OP 
(suplementado com os dois óleos), GC (suplementado com gordura de coco) e FT+GC 
(suplementado com os dois óleos). Estes grupos receberam suas respectivas 
suplementações até completarem 70 dias, e então à metade do grupo foi inoculado 1 
mL subcutaneamente, no flanco direito, de suspensão de células do tumor de Walker 
256, contendo 3 x 107 células/mL, formando assim dois grupos para cada dieta, um 
sem tumor e outro portador de tumor de Walker (representados pela letra W). Os 
animais foram ortotanasiados ao 14º dia após a inoculação do tumor, e foram feitas as 
análises propostas. Foi concluído que óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe, 
quando suplementados isoladamente foram capazes de reduzir o crescimento tumoral 
e a caquexia. No entanto, quando em associação, não propiciaram efeito aditivo nestes 
parâmetros, possivelmente por competição entre ácidos graxos ω-3 e alquilgliceróis 
pela incorporação na membrana celular. Óleo de fígado de tubarão suplementado 
isoladamente foi capaz de aumentar a capacidade proliferativa ex vivo de linfócitos de 
órgãos linfóides periféricos de animais portadores de tumor e de reduzir a razão 
CD4+/CD8+ de linfócitos infiltrados no tumor. A ação estimuladora do óleo de fígado de 
tubarão sobre os parâmetros linfocitários prevaleceu quando óleo de fígado de tubarão 
estava associado ao óleo de peixe. 
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ABSTRACT 
 
Dietary lipids can directly affect tumor cells and leucocytes functions. Fish oil, rich in ω-
3 polyunsaturated fatty acids such as eicosapentaenoic acid (EPA) and 
docosahexaenoic acid (DHA) it has been shown able to reduce tumor growth and 
cancer cachexia. The mechanism by which these compounds act is not well 
determined, but seems to involve a direct action on tumor cell metabolism. Shark liver 
oil, main source of natural ether lipids named alkylglycerols, shows important 
stimulatory effect upon immune system. Fish oil and shark liver oil might act by different 
forms however in a positive way against cancer development. Therefore the aim of this 
study was to investigate the effect of chronic supplementation of fish oil and shark liver 
oil in association upon cachexia, tumor growth and lymphocyte response in Walker 256 
tumor bearing rats. Weanling male rats were fed for seven weeks with regular chow diet 
(control group) and other rats were also fed regular chow and supplemented with 1g/kg 
body weight of shark liver oil (SLO), fish oil (FO), shark liver oil+fish oil (SLO+FO);  
coconut fat (CF) and shark liver oil+coconut fat (SLO+CF). After seven weeks, half of 
each group was inoculated in the right flank with a sterile suspension of 3 x 107 Walker 
256 tumor cells, giving the tumor bearing groups as follow: fed regular chow (W), 
supplemented with shark liver oil (WSLO), fish oil (WFO), their association (WSLO+FO), 
coconut fat (WCF) and shark liver oil +coconut fat (WSLO+CF). Animals were killed at 
14th day after tumor inoculation. Shark liver oil or fish oil supplemented in isolated form 
caused reduction in the tumor growth and cachexia. However, when they were 
associated there was not additive effect on these parameters, possibly by competition of 
ω-3 fatty acids and alkylglycerols for cell membrane incorporation. Shark liver oil 
supplemented in isolated form was able to increase ex vivo proliferative capacity of 
peripheral lymphoid organs lymphocytes in tumor bearing rats and to decreased 
CD4+/CD8+ ratio in tumor infiltrating lymphocytes. The stimulatory effect of shark liver oil 
on lymphocytes parameters prevailed when it was associated with fish oil.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 CÂNCER 
No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), aproximadamente 470 
mil novos casos de câncer deverão ocorrer no país entre 2008 e 2009. O tipo mais 
incidente será o câncer de pele não melanoma, com 115.010 casos a cada ano, 
seguido pelo câncer de próstata (49.530 novos casos), mama (49.400), pulmão 
(27.270), cólon e reto (26.990), estômago (21.800) e colo de útero (18.680). Sul e 
Sudeste apresentam as maiores taxas esperadas de casos novos de câncer, refletindo 
as heterogeneidades regionais, enquanto a região Centro-Oeste apresenta padrão 
intermediário. A região Norte apresenta as menores taxas (INCA, 2008).  Os casos de 
câncer no mundo em 2007 ultrapassaram 12 milhões de casos, sendo que uma entre 
oito mortes foi devida ao câncer. O câncer causa mais mortes do que a AIDS, 
tuberculose e malária combinadas (Global Cancer Facts & Figures, 2007). 
Câncer é um grupo de doenças com mais de 400 diagnósticos histológicos, 
caracterizado por crescimento descontrolado e espalhamento de células “anormais”. 
Ele é causado tanto por fatores externos, como o tabaco, produtos químicos, radiação 
e infecções, quanto por fatores internos tais como mutações gênicas herdadas, 
hormônios, condições imunitárias e alterações metabólicas. Estes fatores etiológicos 
podem agir juntos ou em seqüência para iniciar ou promover a carcinogênese (Global 
Cancer Facts & Figures, 2007). Sabe-se que, enquanto fatores genéticos determinam a 
suscetibilidade a doenças incluindo o câncer, os fatores ambientais parecem 
determinar quais indivíduos geneticamente suscetíveis serão afetados. Dentre estes 
fatores ambientais, a nutrição é o de maior importância (SIMOPOULOS, 2002).  
Já está bem estabelecido e aceito que alguns fenômenos determinam a 
oncogênese. Por exemplo, as células cancerosas caracteristicamente secretam seus 
próprios fatores de crescimento, ignoram sinais inibidores de crescimento, evitam a 
morte celular, duplicam-se sem limites, mantêm a angiogênese, e invadem outros 
tecidos. Além disso, como recentemente proposto, a capacidade das células tumorais 
em escapar da vigilância imunitária corresponde ao sétimo fenômeno característico na 
oncogênese (ZITVOGEL et al, 2006).  
 Apesar da grande diversidade do câncer, há notáveis similaridades nas 
manifestações clínicas de pacientes com tal doença. Mesmo pacientes sem 
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metástases experimentam efeitos sistêmicos tais como anorexia e caquexia (DUNLOP 
& CAMPBELL, 2000).   
 A palavra caquexia é derivada do grego kakos hexis que significa literalmente 
“condição ruim”, e é uma síndrome caracterizada por perda de peso, anorexia, astenia, 
anemia e alterações profundas no metabolismo de carboidratos, lipídeos e 
aminoácidos. O estado caquético está invariavelmente associado com a presença e 
crescimento do tumor, e leva a um estado de desnutrição devido à indução de anorexia 
(BARBER, 2001; ARGILÉS et al, 2003). Por outro lado, alguns estudos já 
demonstraram que a caquexia não está simplesmente relacionada ao tamanho do 
tumor e presença de metástase, pois pode surgir em pacientes com tumor 
comprometendo menos de 0,01% do seu peso corporal (TISDALE, 2005; PIZATO et al, 
2005).  
 Cerca de 50% dos pacientes com câncer apresentam perda de peso, mas a 
incidência de caquexia não é distribuída igualmente entre todos os tipos de tumores. 
Pacientes com câncer gástrico ou pancreático têm a mais alta freqüência de perda de 
peso (~85%), pacientes com câncer de cólon, próstata e pulmão formam um grupo 
intermediário (48-60% dos pacientes perdem peso), e pacientes com câncer de mama, 
leucemia aguda não-linfocítica e sarcomas têm baixa freqüência de perda de peso (30-
40%). Isto indica que tumores que induzem caquexia apresentam diferente expressão 
gênica dos fatores que induzem degradação das reservas de triacilgliceróis e de 
proteínas de músculo esquelético (TISDALE, 2005). 
Embora a anorexia freqüentemente acompanhe a caquexia, a queda na ingestão 
calórica por si só não contribui isoladamente para as alterações na composição 
corporal, uma vez que a caquexia pode ocorrer mesmo na ausência da anorexia. A 
caquexia parece ser mediada por fatores circulantes que exercem papel importante na 
perda de massa corpórea (Figura 1). Dentre estes fatores destacam-se as citocinas 
produzidas pelos tecidos do hospedeiro como o tumor necrosis factor (TNF-α) e 
interleucinas (IL-1, IL-6, IFN-γ), e moléculas produzidas pelo próprio tumor como o lipid 
mobilizing factor (LMF) que age sobre o tecido adiposo estimulando a lipólise, e o 
proteolysis-inducing factor (PIF) que age sobre tecido muscular estimulando a 
proteólise (TISDALE, 2003; MORLEY et al, 2006). TNF-α, em estudos com animais e 
humanos, apresentou capacidade de elevar a atividade termogênica em tecido adiposo 
associada com a proteína UCP-1 (uncoupling protein-1). Além disso, esta citocina 
isolada ou em combinação com IL-1 e IFN-γ, foi associada a altas concentrações de 
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ubiquitina livre ou conjugada em músculo esquelético resultando em aumentada 
proteólise muscular em animais e humanos (ARGILÉS, 2005). TNF-α e IFN-γ são 
capazes de ativar o fator de transcrição NFκB que leva à redução de MyoD, um fator de 
transcrição essencial para o reparo em tecido muscular lesado. IL-1, IL-6 e IFN-γ 
também estimulam a expressão do hormônio leptina, produzido pelos adipócitos, o qual 
bloqueia a liberação do neuropeptídeo-Y, importante estimulador da ingestão calórica. 
LMF, além de estimular lipólise em tecido adiposo, também produz um significativo 
aumento na expressão de proteínas UCPs em tecido adiposo, muscular esquelético e 
hepático (MARTIGNONI et al, 2003). Adicionalmente, citocinas estimulam a liberação 
de cortisol e catecolaminas pela glândula adrenal. Cortisol favorece a atividade do 
sistema ubiquitina-proteossomo, e catecolaminas levam a um aumento do gasto 
energético basal (MORLEY et al, 2006). 
A grande quantidade de lactato produzida pelas células tumorais que possuem 
intenso metabolismo glicolítico é convertida pela gliconeogênese hepática em glicose, 
que é novamente disponibilizada no plasma, constituindo o Ciclo de Cori. Este ciclo fútil 
colabora para o intenso gasto de energia basal, e contribui para a perda de massa 
corpórea e a debilidade do indivíduo caquético (ARGILÉS, 2008). 
             
Figura 1: Esquema de fatores envolvidos no estabelecimento da caquexia. FONTE: 
Morley, 2006 (adaptado). 
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 Indivíduo que sofre de anorexia não relacionada ao câncer apresenta perda de 
tecido adiposo superior à perda de massa muscular, enquanto que indivíduo com 
caquexia devido ao câncer apresenta perda de massa tanto adiposa quanto muscular. 
Ainda, quando a redução da massa magra ocorre em um indivíduo desnutrido sem 
câncer, há perda de massa protéica visceral mais do que muscular esquelética, 
enquanto que em um indivíduo com câncer apresenta seletiva perda de tecido 
muscular esquelético (TISDALE, 2003). 
 A perda de peso em pacientes caquéticos, portanto, deve-se igualmente à perda 
de gordura e de massa muscular, e o processo é caracterizado por aumentado 
catabolismo de proteínas musculares esqueléticas e decréscimo na síntese protéica. 
Este processo também envolve proteínas cardíacas, resultando em importantes 
alterações no desempenho do coração (TISDALE, 1996; ARGILÉS et al, 2003). A 
perda de tecido adiposo alcança 85% e a perda de tecido muscular esquelético chega 
a 75% quando o paciente apresenta perda de 30% do peso corporal. A caquexia tem 
sido responsável por no mínimo 20% das mortes de pacientes com câncer, e também 
exerce uma importante participação no comprometimento da imunidade, podendo levar 
à morte por infecções (TISDALE, 2005). 
 Apesar do grande desenvolvimento científico e tecnológico na área da saúde 
nos últimos tempos e dos inúmeros esforços para encontrar tratamento e cura para o 
câncer, fica cada vez mais evidente que os avanços na pesquisa envolvendo o câncer 
estarão focados mais na prevenção do que na cura da doença metastática (ROSE & 
CONOLLY, 1999). Aliada a esta tendência, a nutrição assume papel importante uma 
vez que pode ser constituída de elementos protetores contra a doença, ou pelo menos 
auxiliares durante a terapia em casos onde já houve instalação da patologia. 
 
1.2 SISTEMA IMUNITÁRIO 
 O sistema imunitário dos mamíferos é composto de muitos tipos celulares e 
mediadores químicos que interagem com células não imunitárias e entre si em redes 
complexas e dinâmicas para garantir proteção contra agentes infecciosos que existem 
no ambiente (bactérias, vírus, fungos, parasitas) e de outros agentes nocivos. Ao 
mesmo tempo, o sistema imunitário mantém tolerância em relação a antígenos próprios 
e agentes não ameaçadores do ambiente como proteínas obtidas da alimentação e 
bactérias intestinais. Este sistema está dividido funcionalmente em sistema imunitário 
inato (ou natural) e adquirido (ou adaptativo). Células imunitárias originam-se na 
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medula óssea vermelha e são encontradas circulando no plasma, organizadas em 
órgãos linfóides tais como timo, baço e linfonodos, ou dispersas em outros locais 
(BERRIDGE, 1997; CALDER, 2001b; CALDER, 2007).  
A imunidade inata consiste de barreiras físicas (epitélios), fatores solúveis 
(complemento) e células tais como células dendríticas, células natural killer (NK), 
macrófagos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos e mastócitos, que constituem a primeira 
linha de defesa contra patógenos. Este sistema inato não apresenta memória e não é 
influenciado por exposição prévia a um agente infeccioso. As células fagocíticas 
(células dendríticas, macrófagos e neutrófilos) expressam receptores de membrana 
específicos para moléculas comuns em grupos de microorganismos. Células 
dendríticas, macrófagos e mastócitos atuam como sentinelas nos tecidos e 
continuamente monitoram seu microambiente em busca de sinais de sofrimento celular. 
Quando a homeostase tecidual é desfeita por um patógeno, macrófagos e mastócitos 
liberam mediadores solúveis como citocinas, quimiocinas, proteases remodeladoras de 
matriz extracelular, espécies reativas de oxigênio e histamina, os quais mobilizam a 
infiltração de outros leucócitos no tecido, em um processo conhecido como inflamação. 
As células dendríticas, por fagocitarem patógenos invasores nos tecidos e migrarem 
para órgãos linfóides para apresentar antígeno para linfócitos, são peças importantes 
na interface entre sistema imunitário inato e adaptativo (VISSER et al, 2006).  
O sistema imunitário adaptativo inclui os linfócitos e seus produtos. É altamente 
específico uma vez que cada linfócito apresenta receptor de membrana específico para 
um único antígeno. Seguindo a ativação linfocitária, e a remoção do agente patológico, 
são originadas células de memória as quais serão responsáveis pela resposta 
imunitária mais forte e efetiva após re-exposição ao mesmo patógeno (CALDER, 2007).  
Os linfócitos são classificados em linfócitos T (células maturadas no timo, que 
agem contra patógenos intracelulares e extracelulares, constituindo a imunidade 
mediada por células) e linfócitos B (células derivadas da medula óssea que produzem 
imunoglobulinas, combatem patógenos extracelulares e constituem a imunidade 
humoral). Linfócitos T apresentam receptores de membrana específicos para antígenos 
que, ao contrário dos linfócitos B, precisam ser apresentados a eles por outras células, 
as células apresentadoras de antígeno. A necessidade de apresentação de antígeno 
aos linfócitos T é uma característica marcante que distingue imunidade humoral e 
mediada por célula. É a combinação de fragmentos protéicos dos antígenos com 
proteínas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC, major histocompatibility 
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complex) das células apresentadoras de antígeno que é reconhecida pelos linfócitos T. 
Patógenos intracelulares estimulam linfócitos T citotóxicos a destruir as células 
infectadas, e patógenos extracelulares estimulam respostas mediadas por linfócitos T 
auxiliares ou helper (CALDER, 2007). 
Linfócitos T helper, são distinguidos pela presença da proteína CD4 (CD, cluster 
of differentiation) em sua superfície, enquanto linfócitos T citotóxicos apresentam 
proteína CD8. Linfócitos T citotóxicos são capazes de matar células infectadas, e 
linfócitos T helper auxiliam células B, macrófagos, células natural killer e até mesmo 
outros linfócitos T, a combater infecções por produzir citocinas específicas (CALDER et 
al, 2002; CALDER, 2007).  
 A comunicação dentro do sistema imunitário adaptativo e, entre o inato e 
adaptativo ocorre por contato direto célula-célula e pela produção de mensageiros 
químicos. Estes mensageiros químicos são proteínas chamadas interleucinas que 
agem regulando a atividade de células que produzem outras citocinas, podendo 
amplificar a produção destas substâncias. Cada citocina pode ter múltiplas atividades 
sobre diferentes células. As citocinas agem por se ligar a receptores específicos na 
superfície celular e induzir mudanças no crescimento, desenvolvimento ou atividade da 
célula alvo. Citocinas pró-inflamatórias são principalmente produtos do sistema 
imunitário. Entretanto, células endoteliais e fibroblastos também têm capacidade para 
produzi-las. Biologicamente, a citocina denominada TNF (tumor necrosis factor) age 
como desencadeadora para ativar cascatas de produção de outras citocinas. TNF é 
liberado rapidamente em resposta a agentes inflamatórios e infecciosos, e induz a 
produção de grande número de outras citocinas como IL-12, IFN-γ, IL-6, entre outras 
(CALDER, 2001b; GRIMBLE, 1998). TNF-α, IL-1 e IL-6 são as citocinas mais 
importantes produzidas por monócitos e macrófagos. Estas citocinas estimulam 
neutrófilos, monócitos e macrófagos a iniciar a destruição de células bacterianas e 
tumorais, estimulam a proliferação de linfócitos T e B e iniciam a produção de outras 
citocinas. A produção de quantidades apropriadas de TNF-α, IL-1 e IL-6, é claramente 
benéfica em resposta à infecção, mas a produção inapropriada pode ser perigosa e 
estas citocinas, especialmente TNF-α, são causas de respostas patológicas que 
ocorrem em condições inflamatórias (CALDER, 2001b). 
 Linfócitos T helper são funcionalmente subdivididos de acordo com as citocinas 
que produzem. Linfócitos T helper tipo 1 (Th1) produzem interleucina 2 (IL-2) e 
interferon-γ (IFN- γ) que ativam macrófagos, células NK e linfócitos T citotóxicos. 
22 
 
Linfócitos T helper tipo 2 (Th2) produzem IL-4, que estimula a produção de 
imunoglobulinas pelos linfócitos B, IL-5, um fator ativador de eosinófilos, e IL-10, que 
juntamente com a IL-4 suprime a imunidade mediada por células. A desregulação entre 
as respostas de Th1 e Th2 é uma característica de muitas doenças humanas 
(CALDER, 2007). 
 Numerosas células efetoras e moléculas do sistema imunitário inato e adaptativo 
participam no reconhecimento e destruição de células cancerosas.  Linfócitos T 
citotóxicos (CD8+) reconhecem e eliminam células tumorais e do estroma tumoral por 
induzir morte celular de maneira perforina-dependente. Linfócitos T helper (CD4+) 
reconhecem macrófagos infiltrados no tumor através do MHC II, e convertem 
macrófagos secretores de IL-10 (macrófagos M1) em macrófagos secretores de IFN-γ 
(macrófagos M2), que inibem a angiogênese. Linfócitos T helper tipo 2 (Th2) produzem 
IL-4 que afeta fibroblastos do estroma tumoral e impede angiogênese. Células 
dendríticas promovem lise de células tumorais pela produção de perforinas e de ligante 
indutor de apoptose (TRAIL, tumour-necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing 
ligand), e também apresentam antígeno para linfócitos T CD4+ e CD8+. Células NK 
reconhecem glicolipídeo na superfície de células apresentadoras de antígeno e 
desencadeiam morte de células tumorais via perforina e ligante indutor de morte 
(TRAIL). Linfócitos T CD4+ e CD8+, células dendríticas e células NK podem secretar 
INF-γ, que inibe a angiogênese. Linfócitos B produzem anticorpos que podem promover 
efeito antiproliferativo diretamente sobre células tumorais, ou induzir lise destas células 
via complemento ou ação de células dendríticas e NK que expressem receptores para 
IgG (ZITVOGEL et al, 2006). Todos estes mecanismos precisam ser superados pelas 
células tumorais para o câncer se desenvolver.  
 O escape das células cancerosas tanto das respostas do sistema imunitário 
inato quanto do adaptativo pode ocorrer pelo fato das células tumorais conseguirem 
selecionar variantes celulares não-imunogênicas (processo denominado 
immunoselection ou immunoediting) ou conseguirem suprimir ativamente a resposta 
imunitária (processo denominado immunosubversion) (ZITVOGEL et al, 2006). De 
acordo com SWANN & SMYTH (2007), o fenômeno de cancer immunoediting leva em 
conta a observação de que o sistema imunitário protege o hospedeiro do 
desenvolvimento de tumores e também pode promover o crescimento tumoral. 
Segundo eles, este fenômeno é composto de três fases: fase de eliminação, quando a 
vigilância imunitária consegue destruir as células tumorais; fase de equilíbrio, quando 
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as células tumorais e imunitárias entram em um equilíbrio dinâmico que conserva a 
expansão tumoral sob controle; e fase de escape, quando as células tumorais 
desenvolvem-se ou por apresentarem reduzida imunogenicidade, ou por 
comprometerem grande número de possíveis mecanismos imunosupressores que 
atenuam as respostas imunitárias, levando ao aparecimento do tumor em crescimento. 
 As funções do sistema imunitário podem ser influenciadas pelo estado 
nutricional. Como componentes cruciais nas dietas, os lipídeos são substâncias que 
exercem profundo efeito na modulação do sistema imunitário e da inflamação, o que 
não é surpreendente uma vez que grande número de compostos modulatórios são 
derivados da hidrólise de fosfolipídeos de membrana pela ação de fosfolipases 
(fosfolipase A2, que forma prostaglandinas e leucotrienos; fosfolipase C, que forma 
diacilglicerol; fosfolipase D, que forma ácido fosfatídico) e esfingomielinases (que 
formam ceramida) (GRIMBLE, 1998; PABLO et al, 2000). Além disso, diferentes 
lipídeos fornecidos pela dieta e que são inseridos nos fosfolipídeos de células de 
defesa promovem alteração de fluidez na membrana, e, conseqüentemente, alteração 
da localização e função de proteínas de membrana, o que modifica a habilidade da 
célula de responder a estímulos (CALDER, 2001a; CALDER, 2007).  
 
1.3 ÁCIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS ÔMEGA-3 
 Ácidos graxos poliinsaturados são aqueles que apresentam duas ou mais duplas 
ligações em sua cadeia hidrocarbônica, sendo que os ácidos graxos da família ômega-
6 (ω-6) apresentam a primeira dupla ligação no sexto átomo de carbono, contando-se a 
partir do carbono ômega (extremidade metil da molécula). Os ácidos graxos da família 
ômega-3 (ω-3), por sua vez, apresentam a primeira insaturação no terceiro átomo de 
carbono. O ácido linoléico (18:2n-6) é um importante ácido graxo da família ω-6 
contendo 18 átomos de carbono e 2 duplas ligações; já o ácido α-linolênico (18:3n-3) 
pertence à família dos ácidos graxos ω-3 e apresenta 18 átomos de carbono e 3 duplas 
ligações. Estes dois ácidos graxos dão início a duas importantes famílias de ácidos 
graxos, as quais não podem ser sintetizadas por mamíferos, incluindo os seres 
humanos, portanto devem ser obtidos da dieta, por este fato são denominados ácidos 
graxos essenciais (ROSE & CONNOLY, 1999; DOMMELS et al, 2002).  
  Diferentes ácidos graxos poliinsaturados podem ser formados por mais de uma 
via biossintética. Nos animais, o ácido linoléico pode ser obtido de plantas pela dieta, e 
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ser sucessivamente convertido em ácido γ-linolênico e ácido araquidônico, ambos 
ácidos ω-6. O ácido α-linolênico também pode ser obtido da dieta e pode ser convertido 
em ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA), ambos da família 
ω-3 (TAPIERO et al, 2002) (Figura 2).  
 O ácido araquidônico (AA) e o ácido eicosapentaenóico (EPA) são mobilizados 
da membrana celular pela ação de enzimas, especialmente pela fosfolipase A2 (PLA2), 
e subseqüentemente metabolizados pelas enzimas ciclooxigenase (COX) ou 
lipooxigenase (LOX) em eicosanóides. Prostaglandinas e tromboxanas são produzidas 
pelas enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), enquanto leucotrienos, lipoxinas, 
ácido hidroxieicosatetraenóico (HETE) e ácido hidroperoxieicosatetraenóico (HPETE) 
são produzidos pelas enzimas lipoxigenases que podem ser de três tipos (5-, 12- e 15- 
LOX) (Figura 2). 
 Os ácidos linoléico e α-linolênico, e os seus derivados de longas cadeias 
hidrocarbônicas, ácido araquidônico e ácido eicosapentaenóico, respectivamente, são 
importantes componentes de membranas celulares animais e vegetais. Quando 
indivíduos ingerem óleo de peixe, peixe, EPA e seu derivado DHA, substituem 
parcialmente os ácidos graxos ω-6, especialmente o ácido araquidônico, nas 
membranas de provavelmente todas as células (SIMOPOULOS, 2002, CALDER et al, 
2002).  
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Figura 2: Metabolismo de ácidos graxos poliinsaturados. 
18:3n-6 → ácido graxo com 18 átomos de carbono, 3 duplas ligações, sendo que a primeira 
dupla ligação, começando-se pela extremidade metil do ácido, está entre os carbonos 6 e 7; ∆, 
desaturase; COX, cicloxigenase; LOX, lipoxigenase; PG, prostaglandina; LT, leucotrieno; TX, 
tromboxano; LX, lipoxina; HETE, ácido hidroxieicosatetraenóico; HPETE, ácido 
hidroperoxieicosatetraenóico. FONTE: Calder, 2001a. 
 
Os alimentos de origem marinha apresentam grande quantidade de ácidos 
graxos ω-3, os quais são encontrados no plâncton e em algas que servem como 
alimento para os peixes. O ácido linoléico (ω-6) presente na dieta é considerado a 
principal fonte de ácido araquidônico, embora carnes magras e carnes gordurosas 
sejam fontes diretas de ácido araquidônico (DOMMELS et al, 2002). Mesmo sabendo-
se que peixes e óleos de peixe são fontes importantes de ácidos graxos ω-3, o 
conteúdo destes ácidos graxos é determinado pelo tipo de alimento disponível para o 
animal e isto é influenciado fortemente pela região geográfica na qual os peixes vivem, 
pela estação do ano, e por outros fatores (ROSE & CONNOLLY, 1999).                          
 Nos mamíferos os ácidos graxos ω-3 e ω-6 não são interconversíveis pela falta 
da enzima ω-3 desaturase, portanto ácidos graxos ω-6 ingeridos em quantidade não 
26 
 
podem ser convertidos em ω-3. Sendo assim, a incorporação de ácidos graxos ômega-
3 nas membranas celulares depende de adequadas concentrações destes ácidos 
graxos na dieta (McENTEE & WHELAN, 2002). 
 A metabolização dos ácidos graxos ω-6 e ω-3 depende de algumas enzimas em 
comum. Sabe-se que a enzima desaturase ∆6 apresenta maior afinidade por ácidos 
graxos poliinsaturados ω-3, tanto que quando há maior ingestão destes ácidos graxos, 
estes são preferencialmente metabolizados, reduzindo o metabolismo dos ácidos 
graxos ω-6 (Figura 3).  
 
 
Figura 3: Metabolização de ácidos graxos ω-6 e ω-3. 
LA – ácido linoléico; LNA – ácido α- linolênico; AA – ácido araquidônico; EPA – ácidos 
eicosapentaenóico; DHA – ácido docosahexaenóico. FONTE: Rose & Connoly, 1999. 
 
 Em outras palavras, a suplementação alimentar de ácidos graxos ω-3 tais como 
α-linolênico, ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexaenóico (DHA) reduz a 
produção de ácido araquidônico (DOMMELS et al, 2002). A capacidade de dieta rica 
em ácidos graxos ω-3 reduzir a conversão de ácido linoléico em ácido araquidônico 
não depende apenas da quantidade de ácidos graxos ω-3 ingerida, mas também da 
quantidade de ácidos graxos ω-6 presentes na dieta (ROSE & CONNOLLY, 1999). 
Sabe-se que a conversão de ácido α-linolênico em EPA e DHA é pouco eficiente, e a 
enzima desaturase ∆6 parece ser o passo limitante uma vez que é utilizada também 
para a metabolização de ácidos graxos ω-6. Desta forma, há consenso de que o modo 
mais efetivo para aumentar no plasma e nos tecidos a concentração de um ácido graxo 
ω-3 em particular, é administrar na dieta este ácido graxo específico (BERQUIN et al, 
2008). Considerando que os ácidos araquidônico e eicosapentaenóico apresentam 
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efeitos opostos na modulação da inflamação, é importante determinar a razão ω-6/ω-3 
ingerida, e não apenas a concentração absoluta de cada família (TAPIERO et al, 2002). 
 
1.3.1 Ácidos graxos ω-3 e suas ações 
 A nutrição humana, atualmente, é baseada em alta proporção de ácidos graxos 
ω-6, encontrados principalmente em cereais como milho, trigo e arroz, em detrimento 
do consumo de ácidos graxos ω-3. A atual dieta ocidental atende a uma razão ω-6/ω-3 
de 15-30:1, ao invés de 1-4:1 como presumivelmente foi a alimentação dos nossos 
ancestrais. SIMOPOULUS (2002) relata que os genes da espécie humana de hoje são 
similares aos de nossos ancestrais há 40 milhões de anos atrás, mas as pessoas 
atualmente vivem em ambiente nutricional que difere daquele para o qual nossa 
constituição genética foi selecionada. A quantidade de ácidos graxos ω-6 ingeridas por 
nossos ancestrais era muito menor (razão ω-6/ω-3 de 2-4:1) que a quantidade ingerida 
pela sociedade contemporânea (razão ω-6/ω-3 de 12:1). Estas rápidas mudanças em 
nossa dieta estão diretamente correlacionadas com o aumento da incidência de 
doenças crônicas degenerativas tais como a aterosclerose, hipertensão arterial, 
diabetes e certos tipos de câncer. 
 Pesquisas pioneiras, a fim de elucidar a influência da alimentação no 
aparecimento e desenvolvimento de doenças, foram realizadas por cientistas 
dinamarqueses que relataram que o elevado consumo de peixe, rico em ácidos graxos 
ω-3, por esquimós da Groenlândia levava à significativa diminuição de colesterol LDL 
na circulação sangüínea destes indivíduos, quando comparados com esquimós 
habituados à dieta típica do leste europeu. Estes achados despertaram grande 
interesse na pesquisa dos efeitos dos ácidos graxos poliinsaturados tipo ω-3 sobre a 
saúde humana (SIDHU, 2003). É sabido que ácidos graxos poliinsaturados ω-3 são 
importantes no desenvolvimento normal do cérebro (NEURINGER et al, 1988), como 
suplemento dietético na prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares crônicas 
(SIMOPOULOS, 1991), no tratamento de artrites (KREMER, 1991), no tratamento de 
doenças auto-imunes (SIMOPOULUS, 2002b, CALDER et al, 2002) e no tratamento da 
diabete melito (MALASANOS & STACPOOLE, 1991, EBBESSON et al, 2005). Estudos 
epidemiológicos investigações em animais e mecanismos experimentais in vitro com 
estes ácidos graxos têm demonstrado que eles apresentam efeitos preventivos contra 
o câncer, efeitos de supressão de tumores e efeitos coadjuvantes positivos no 
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tratamento da doença (ROSE & CONNOLY, 1999; PIZATO et al, 2005; MUND et al, 
2007). Estudos clínicos indicam que a dose ótima ou razão ω-6:ω-3 a ser ingerida varia 
entre 1:1 a 4:1, dependendo da doença considerada, uma vez que muitas das doenças 
crônicas prevalentes nas culturas ocidentais são multifatoriais. Estes estudos também 
revelaram que é necessário diminuição da ingestão de ácidos graxos ω-6, e 
concomitante aumento da ingestão de ácidos graxos ω-3 a fim de se encontrar a razão 
ω-6:ω-3 preconizada (SIMOPOULOS, 2002). 
Em modelo animal, a suplementação crônica com óleo de peixe promoveu 
redução de até 60% no tamanho dos tumores de Walker 256 quando comparada à 
suplementação crônica com gordura saturada; também aumentou o tempo de 
sobrevida e impediu o desenvolvimento de caquexia.  Ainda, os animais 
suplementados com óleo de peixe reduziram a concentração de lactato no sangue, 
preservaram as reservas de glicogênio no fígado e músculos esqueléticos, e a 
concentração de glicose sangüínea foi próxima dos animais sem tumor (TOGNI et al, 
2003; PINTO Jr et al, 2004; PIZATO et al, 2005; FOLADOR et al, 2006). Apesar de 
todos estes achados até o momento não são conhecidos integralmente os mecanismos 
pelos quais os ácidos graxos ω-3, presentes no óleo de peixe, provocam estes efeitos. 
 A atenuada perda de peso e o reduzido crescimento tumoral em animais 
suplementados com ácidos graxos ômega-3 também foram demonstrados em outros 
estudos (WHITEHOUSE et al, 2001; YAM et al, 2001; RAMOS et al, 2004; 
KOBAYASHI et al, 2006).  
A administração de óleo de peixe a pacientes com câncer avançado promoveu 
estabilização ou ganho de peso corpóreo, manutenção da massa magra, redução da 
produção de citocinas inflamatórias e melhora na qualidade de vida (WIGMORE et al, 
1996; BARBER, 2001; GRIMBLE, 2003; BURNS et al, 2004; GIACOSA & 
RONDANELLI, 2008).  READ et al (2007) relataram decréscimo da concentração 
plasmática da proteína de fase aguda, proteína C-reativa, produzida pela ingestão de 
EPA como suplemento nutricional.  
Pacientes com câncer pancreático que consumiram 2g de EPA por dia durante 3 
semanas apresentaram queda na produção de IL-6, aumento na concentração de 
insulina sérica, diminuição da razão cortisol:insulina, e queda na concentração de fator 
indutor de proteólise (proteolisis inducing factor-PIF). Estes resultados foram 
observados em associação a ganho de peso, indicando que os ácidos graxos ω-3 
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exercem papel importante no controle da caquexia (BARBER et al, 2001; BARBER, 
2001). 
 Resultados obtidos com a ingestão de ácidos graxos ω-3 indicam que estes 
compostos reduzem risco de aparecimento de diversos tipos de câncer. A influência 
dos ácidos graxos ômega-3 sobre o surgimento de câncer oral, faringeano, esofagiano, 
intestinal, mamário e ovariano foi avaliada em um estudo de 10 anos desenvolvido na 
Itália e Suíça. Este estudo, baseado em entrevistas com pacientes com diagnóstico 
histológico de câncer e também com pacientes internados por outros motivos que não 
oncológicos, sugere que a ingestão de ácidos graxos ω-3 diminui o risco de 
aparecimento destes tipos de câncer (TAVANI et al, 2003). Estudos conduzidos em 
roedores indicam que a incidência de câncer de cólon induzido quimicamente é 
significativamente menor nos animais alimentados com dieta enriquecida com óleo de 
peixe do que nos animais alimentados com alto teor de ácidos graxos saturados e 
outros óleos vegetais (ROYNETTE et al, 2004). GOODSTINE et al (2003) investigaram 
a influência dos ácidos graxos ω-3 sobre câncer de mama em 1119 mulheres 
americanas, das quais metade possuía diagnóstico confirmado da doença. Para estes 
pesquisadores ficou claro que a baixa razão entre ácidos graxos ω-6:ω-3 ingerida foi 
significantemente associada com o mais baixo risco de aparecimento deste tipo de 
câncer, especialmente em mulheres na fase de pré-menopausa. 
 Vários estudos sugerem que ácidos graxos ω-3 apresentam efeito 
antiinflamatório.  A inflamação é caracterizada pela produção de citocinas inflamatórias 
e eicosanóides pró-inflamatórios derivados do ácido araquidônico, e os ácidos graxos 
ω-3 têm a habilidade de diminuirem a produção destes compostos (CALDER, 2004; 
WU et al, 2004; WHITING et al, 2005; CALDER, 2007).  
 Animais de laboratório são alimentados com ração comum e humanos nutridos 
com dieta típica dos países ocidentais apresentam, predominantemente, ácido 
araquidônico (ω-6) nos fosfolipídeos de células monucleares, os monócitos e os 
linfócitos. No entanto, a administração oral de óleo de peixe, rico nos ácidos graxos 
poliinsaturados do tipo ω-3, particularmente eicosapentaenóico (EPA) e 
docosahexaenóico (DHA), eleva de maneira dose-dependente e tempo-dependente a 
concentração destes ácidos graxos nas membranas de monócitos e linfócitos, 
indicando que os lipídeos fornecidos na dieta interferem diretamente na composição 
lipídica de células de defesa. A conseqüência direta deste fato é que, dependendo da 
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dieta, os lipídeos podem provocar alterações nas propriedades físicas das membranas, 
afetar as vias de sinalização intracelular, e alterar o padrão de eicosanóides (a partir de 
EPA) e docosanóides (a partir de DHA) produzidos nas células, interferindo nas 
respostas imunitárias. EPA, disponível nas membranas lipídicas das células, compete 
com o ácido araquidônico pela via biossintética de eicosanóides, formando 
eicosanóides menos pró-inflamatórios (prostaglandinas e tromboxanas da série 3, e 
leucotrienos da série 5); estes efeitos podem ajudar a explicar, parcialmente, o efeito 
antiinflamatório dos ácidos graxos ômega-3 (CALDER, 2004; PRESCOTT & 
STENSON, 2005; SINGER et al, 2008) (Figura 2). 
 Além disso, recentes estudos apontam outras moléculas derivadas dos ácidos 
graxos ω-3, as resolvinas, como importantes moléculas efetoras do efeito 
antiinflamatório. Estas moléculas atenuam a migração de neutrófilos e a injúria tecidual 
provocada durante a inflamação (PRESCOTT & STENSON, 2005; SINGER et al, 
2008). 
 Aumentada suplementação dietética com ácidos graxos ω-3 induz ao 
decréscimo nas concentrações de ácido araquidônico em todos os tecidos bem como 
na massa tumoral, levando a redução na produção de PGE2 e eicosanóides 
relacionados, e provocando diminuição da massa tumoral (McENTEE & WHELAN, 
2002; TOGNI et al., 2003; SIDHU, 2003; MUND et al, 2007). Em células tumorais, 
prostaglandinas e leucotrienos da série 2, e tromboxanas da série 4, gerados a partir 
de ácido araquidônico estimulam a proliferação de células tumorais (especialmente a 
prostaglandina E2). Em contraste, EPA gera prostaglandinas e tromboxanas da série 3 
e leucotrienos da série 5, os quais diminuem o crescimento tumoral e estimulam a 
apoptose (ROYNETTE et al, 2003). 
 Dietas ricas em gordura resultam em diminuição da atividade linfocitária 
comparadas a dietas pobres em gordura, mas este efeito depende da quantidade de 
gordura usada nestas dietas bem como sua fonte. É também sabido que a variação na 
composição de ácidos graxos da dieta, em diferentes concentrações, pode impactar a 
função dos linfócitos. Estudos em modelos animais e in vitro indicam que ácidos graxos 
saturados apresentam efeito limitado sobre o sistema imunitário, enquanto que ácidos 
graxos poliinsaturados têm capacidade de modular as funções linfocitárias. Dentre 
estes ácidos graxos insaturados, os ácidos γ-linolênico, dihomo-γ-linolênico, 
araquidônico, EPA e DHA são particularmente potentes, e EPA e DHA são geralmente 
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considerados como antiinflamatórios por reduzirem a atividade dos linfócitos. No 
entanto, este efeito antiinflamatório depende da quantidade administrada e do tempo 
de exposição das células aos ácidos graxos (JEFFERY et al, 1998; CALDER et al, 
2002). A imunomodulação provocada pelos ácidos graxos saturados, ainda não é bem 
entendida (BRASSARD et al 2007). 
 A administração diária de 1g de óleo de peixe/kg de peso corpóreo por 10 
semanas a ratos não portadores e portadores de tumor de Walker 256 provocou 
redução da proliferação de linfócitos do baço e timo quando comparados com ratos não 
suplementados. Neste mesmo estudo, dietas ricas em ácidos graxos ω-6 (nas 
proporções de 30:1 e 60:1, ω-6:ω-3) provocaram aumento da proliferação de linfócitos 
do baço, timo e linfonodos mesentéricos em relação aos animais não suplementados 
(PIZATO et al, 2006). 
 Outros trabalhos mostram o efeito dos ácidos graxos ω-3 sobre os linfócitos, 
tanto em modelo animal quanto em estudos clínicos. A resposta proliferativa de 
linfócitos associados ao intestino de ratos (linfonodos mesentéricos) foi avaliada sob a 
influência de ácidos graxos ω-6 e ω-3 suplementados durante 2 semanas. A dieta rica 
em ω-3 (19% de óleo de peixe na ração) diminuiu a proliferação linfocitária estimulada 
por citocinas inflamatórias, ao contrário dos ácidos graxos ω-6 (20% de óleo de milho), 
os quais contribuíram para o aumento da proliferação (KURAKTO, 2000). A 
suplementação diária com 10g de EPA/kg de peso corpóreo a camundongos durante 
10 e 24 dias também provocou redução da proliferação de linfócitos do baço 
estimulados com o mitógeno concanavalina A (BARBER et al, 2005). Estudos in vitro 
têm mostrado que ácidos graxos poliinsaturados, especialmente EPA, inibem a 
proliferação de linfócitos, a produção de citocinas e a degranulação de linfócitos T 
citotóxicos (CALDER, 2001a). Estes dados explicam os efeitos positivos da 
administração de ácidos graxos ω-3 no tratamento de doenças que envolvem uma 
resposta imunitária inapropriadamente ativada e no aumento da sobrevida de 
transplantes. Os ácidos graxos ω-3 por modularem o sistema imunitário ajudam a 
entender os seus efeitos benéficos em condições inflamatórias sem perda da vigilância 
imunológica antígeno-específica (BARBER et al , 2005) 
Uma marcada redução na geração dos segundos mensageiros intracelulares 
diacilglicerol e ceramida foi observada em células linfocitárias cultivadas obtidas de 
ratos alimentados com EPA e DHA. Este pode ser um mecanismo para a inibição da 
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proliferação de linfócitos provocada pela dieta enriquecida com óleo de peixe. Também 
foi observado que células cultivadas na presença de EPA e DHA produziram IL-2 em 
menores concentrações do que células cultivadas na ausência de ácidos graxos ou na 
presença de ácidos graxos saturados (CALDER, 1998). A incubação de linfócitos 
obtidos de sangue humano na presença de EPA ou DHA reduziu a expressão de 
moléculas de adesão (L-selectinas) na superfície dos linfócitos, enquanto que na 
presença de ácido araquidônico não houve influencia na expressão destas moléculas. 
Estas moléculas de adesão parecem estar envolvidas em várias doenças inflamatórias 
agudas e crônicas (CALDER, 1998). 
É bem aceito que quatro possíveis mecanismos possam explicar os efeitos dos 
ácidos graxos sobre a função de linfócitos: 1) modulação do metabolismo de 
eicosanóides, os quais podem agir diretamente sobre os linfócitos; 2) modulação da 
expressão gênica via interação com receptores nucleares tais como PPARγ; 3) 
interferência nas vias de sinalização intracelular após ativação linfocitária; e 4) 
modificação da composição da membrana lipídica e da organização dos lipid rafts que 
podem afetar a função dos receptores transmembrana e/ou o esqueleto protéico da 
membrana (BRASSARD et al, 2007). 
 Estudos in vitro envolvendo linhagens humanas de células de tumores coloretais 
(Caco-2 e HT-29) cultivadas na presença de óleo de peixe complexado à soroalbumina 
(200µmol de suplemento/L) mostraram que isto induziu a apoptose destas células, 
diminuiu significativamente a proliferação destas, estimulou a diferenciação celular e 
provocou diminuição na expressão de COX-2, bem como na expressão de Bcl-2, gene 
cuja proteína inibe a apoptose (LLOR et al, 2003). Em situação ex vivo também foi 
demonstrado que a suplementação com óleo de peixe foi capaz de aumentar a 
apoptose de células de tumor de Walker 256 de animais suplementados cronicamente 
por 10 semanas com 1g de óleo/kg peso corpóreo (MUND, et al, 2007). Também em 
estudos in vitro onde o óleo de peixe foi complexados com soroalbumina e 
acrescentados à cultura de células de tumor ascítico de Walker (OLIVEIRA, 2006) foi 
demonstrado o mesmo fenômeno. Outros estudos in vitro investigando o efeito de 
ácidos graxos ω-3 sobre apoptose de linfócitos B e T de pacientes saudáveis, não 
registraram influência destes ácidos graxos sobre a população celular em questão 
(SCHEINICHEN et al, 2003).  
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 Os efeitos preventivos dos ácidos graxos ω-3 contra carcinogênese coloretal 
foram investigados através da intervenção dietética em pacientes polipectomizados. 
Através da redução da ingestão de gorduras totais, redução da ingestão de ácidos 
graxos ω-6 e aumento da ingestão de ácidos graxos ω-3 por um período de 2 anos, foi 
observada promoção de apoptose no tecido coletado em polipectomia anual de 
controle, bem como aumento da expressão do gene Bax, cujo produto induz a morte 
celular programada (CHENG et al, 2003). 
 Ácidos graxos ω-3 podem prevenir o desenvolvimento e a progressão de 
tumores malignos primários pela formação de produtos de lipoperoxidação, que são 
gerados em grandes quantidades em células que contêm estes ácidos graxos. O efeito 
inibitório dos ácidos graxos ω-3 sobre a proliferação celular pode ser mediado por estes 
produtos de lipoperoxidação (VAN NOORDEN et al,1998; OLIVEIRA, 2006; MUND et 
al, 2007).  
 Mesmo havendo estudos que sugerem que a peroxidação de ácidos graxos ω-3 
incorporados nas membranas celulares seja provavelmente um mecanismo para a 
supressão do crescimento tumoral, em indivíduos suplementados com estes ácidos 
graxos, há indícios de que enzimas antioxidantes podem estar envolvidas no processo. 
Glutationa peroxidase tem sido descrita como a mais importante enzima para a 
estabilização de reações oxidativas nas células. Em células com alta suscetibilidade à 
lipoperoxidação, como células tumorais de animais alimentados com óleo de peixe, 
adequada atividade da glutationa peroxidase é requerida para neutralizar os 
hidroperóxidos formados, interromper a cadeia de reações peroxidativas e reduzir a 
geração de radicais livres. A suplementação com óleo de peixe parece reduzir a 
atividade da glutationa peroxidase em tumores, aumentando a sensibilidade das 
células tumorais a agentes quimioterápicos, sem reduzir a concentração desta enzima 
em células não-tumorais, indicando que células normais respondem à dieta com óleo 
de peixe diferentemente do que células tumorais, e que células normais podem manter 
a atividade antioxidante da glutationa peroxidase (HARDMAN et al, 2002; McENTEE & 
WHELAN; 2002). No entanto, há resultados contraditórios a este respeito visto que 
dietas contendo diferentes ácidos graxos com mesmo grau de insaturação, quando 
administradas a animais tiveram efeitos significativamente diferentes sobre a 
tumorigênese.  
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 A angiogênese é um processo normal de crescimento de novos vasos 
sangüíneos a partir de células endoteliais pré-existentes, mas pode ser deletério 
quando está associado à inflamação, crescimento tumoral e metástase. Tumores com 
maior densidade de microvasos são mais malignos e invasivos. Recentemente tem 
sido proposto que a proteção contra câncer de cólon pode ser parcialmente devida à 
inibição da angiogênese. Ácidos graxos ω-3 diminuem a expressão da enzima óxido 
nítrico sintase (iNOS) e conseqüentemente a geração de óxido nítrico, o qual promove 
a angiogênese (ROYNETTE et al, 2004). 
 Estes achados resumem parte dos efeitos benéficos dos ácidos graxos ômega-3 
presentes em grande quantidade no óleo de peixe, e justificam por que estes 
compostos continuam sendo estudados. A capacidade destes ácidos graxos em reduzir 
o crescimento de muitos tumores, de acordo com as investigações descritas na 
literatura, parece levar a crer que ocorra ações diretas sobre a célula tumoral mais 
eficientemente do que ações em outras células, como às do sistema imunitário, 
contudo não se pode descartar a participação deste último no processo.  
Outro peixe que tem sido investigado quanto ao benefício de seu consumo para 
a espécie humano é o tubarão. O fígado de tubarão é rico em lipídeos denominados 
alquilgliceróis e estes apresentam significativos efeitos sobre a resposta imunitária cuja 
ação tem sido menos estudada que à do óleo de peixe. 
 
1.4 ÓLEO DE FÍGADO DE TUBARÃO  
 O conteúdo lipídico das células de fígado de tubarão de diversas espécies tem 
sido estudado e relatado na literatura desde os meados de 1950. Deste conteúdo 
lipídico, cerca de 30% a 50% corresponde a moléculas de alquilgliceróis, gorduras 
constituídas por uma cadeia hidrocarbônica, saturada ou insaturada, unida por ligação 
do tipo éter a uma das hidroxilas do glicerol (BROHULT et al, 1977; HALLGREN et al, 
1978; NAVARRO-GARCIA et al, 2000). Uma das principais fontes de alquilgliceróis é o 
fígado do tubarão Somnious microcephalus (greenland shark), seguido pelas espécies 
Chimaera monstrosa (small shark) e Squalus acanthias (dog fish) (PUGLIESE et al, 
1998). Alquilgliceróis pertencem a um grupo maior de compostos que apresentam 
ligação éter em sua estrutura, os éteres lipídicos. Esqualeno, precursor esteróide do 
colesterol, e esqualamina, esteróide aminado (HAO et al, 2003; PIETRAS et al, 2005), 
são outras moléculas de interesse biológico encontradas neste óleo. 
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 Os alquilgliceróis mais comuns são denominados de álcoois quimil, batil e 
selaquil, devido a suas origens das famílias de espécies marinhas Chimaeroidei, 
Batoidei e Selachoidei, respectivamente (Figura 4). O número de átomos de carbono 
na cadeia alifática varia de 16 a 18, e o número de átomos de hidrogênio, de 33 a 35. 
         
 
Figura 4: Estrutura química das moléculas de alquilglicerol mais comuns. 
 
 Os alquilgliceróis podem ser encontrados em tecidos hematopoiéticos de 
mamíferos, particularmente na medula óssea vermelha, e também no leite materno 
humano. Em fontes naturais, os alquilgliceróis são geralmente encontrados na forma 
esterificada, ou seja, ligados a ácidos graxos, principalmente poliinsaturados, unidos 
por ligação éster às duas hidroxilas livres do glicerol. Quando esterificadas com ácidos 
graxos, as moléculas de alquilglicerol são denominadas de alquildiacilgliceróis. 
Alquilgliceróis também podem fazer parte da estrutura dos fosfolipídeos de membrana 
(BROHULT, 1962) (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Estrutura química das moléculas que apresentam alquilglicerol em seus 
esqueletos carbônicos. 
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 Algumas moléculas de alquilglicerol apresentam grupamento metóxi (-OCH3) no 
início da sua cadeia alifática, substituindo um átomo de hidrogênio. Enquanto os 
alquilgliceróis em geral apresentam importante atividade biológica, os alquilgliceróis 
metóxi-substituídos são conhecidos por serem ainda mais potentes. Alguns dos mais 
antigos lipídeos metoxilados estudados foram alquilgliceróis metoxilados na posição 2 
da cadeia alifática (Figura 6), descobertos por Hallgren et al, em óleo de fígado de 
tubarão, onde eles constituíam 4% do total de éteres de glicerol (HALLGREN et al, 
1978; CARBALLEIRA, 2002). Estudos realizados com o alquilglicerol 1-O-(2-
metóxi)hexadecilglicerol revelaram sua capacidade de, em pequenas concentrações 
(µM), inibir a proliferação de células tumorais humanas de próstata (REYNOLDS et al, 
2000). 
 
 
Figura 6: Estrutura química do 1-O-(2-metóxi)hexadecilglicerol, um alquilglicerol metóxi 
substituído encontrado no óleo de fígado de tubarão. 
 
 Na Europa, alquilgliceróis têm sido usados desde a década de 30, quando 
extratos lipídicos de medula óssea foram utilizados para tratar granulocitopenia. Foi 
mostrado mais tarde que era a fração não-saponificável da medula óssea que 
apresentava efeito sobre o aumento no número de leucócitos (PUGLIESE et al, 1998). 
 Os benefícios da ingestão de alquilgliceróis também foram verificados em casos 
de leucemia infantil, em 1952, em que os pacientes ingeriam gordura não saponificável 
obtida da medula óssea de gado como auxiliar do tratamento contra o câncer. 
Posteriormente foi mostrado que a fração da medula óssea vermelha responsável por 
estes efeitos correspondia aos alquilgliceróis presentes no tecido (BROHULT,1962). 
 A partir destes dados, estudos com pacientes portadoras de câncer de colo de 
útero submetidas a tratamento radioterápico e suplementadas com alquilgliceróis 
começaram a ser realizados. Observou-se que a maioria das pacientes apresentou 
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significativa redução da leucopenia e da trombocitopenia, efeitos normalmente 
provocados pela radioterapia (BROHULT,1962; BROHULT et al, 1970; BROHULT et al, 
1977; BROHULT et al, 1978; BROHULT et al, 1979; BROHULT et al, 1986; 
KROTKIEWSKI et al, 2003) . 
 A administração de alquilgliceróis a pacientes portadoras de câncer de colo de 
útero antes do tratamento radioterápico resultou em significativa redução do 
crescimento tumoral, quando comparado à administração de alquilgliceróis após o 
início do tratamento radioterápico (BROHULT et al, 1978; BROHULT et al, 1986). A 
atividade antitumoral dos alquilgliceróis também foi relatada por outros autores 
(UNGER et al, 1987; HERRMANN & NEUMANN, 1986). Segundo pesquisas realizadas 
na década de 90, os alquilgliceróis estimulam respostas imunitárias tais como a 
produção de anticorpos (NGWENYA & FOSTER, 1991; MARIGNY et al, 2002). Estes e 
outros estudos mostraram que há alguma ação destes compostos sobre a resposta 
imunitária, estimulando-a (LINMAN, 1960; BROHULT,1962; BROHULT et al, 1970; 
BROHULT et al, 1977; BROHULT et al, 1978; BROHULT et al, 1979; BROHULT et al, 
1986; PEDRONO et al, 2004a).  
 O aminoesterol esqualamina, molécula de pequeno peso molecular presente no 
óleo de fígado de tubarão, tem sido largamente estudada e tida como interessante 
inibidor de angiogênese (TEICHER et al, 1998; SILLS JR et al, 1998; SCHILLER et al, 
1999; MARWICK , 2001; BHARGAVA et al, 2001; CHO & KIM, 2002; WILLIAMS et al, 
2001; HAO et al, 2003; SHU et al, 2002; PIETRAS et al, 2005). Considerando que o 
crescimento progressivo e o espalhamento de tumores sólidos dependem da formação 
de adequado suprimento sangüíneo, moléculas com atividade antiangiogênica podem 
auxiliar no tratamento quimioterápico de tumores malignos, bem como reduzir o 
crescimento tumoral. Trabalhos sobre a interação da molécula de esqualamina com 
células endoteliais indicam que ela inibe uma proteína de membrana trocadora de íons 
H+/Na+, afetando o volume, o pH, o crescimento e a motilidade das células endoteliais, 
promovendo a inibição de sua proliferação (HAO et al, 2003; PIETRAS et al, 2005).  A 
estrutura química da molécula está representada na Figura 7. 
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Figura 7: Estrutura química da molécula de esqualamina. 
 
 
1.4.1 Estudos envolvendo éteres lipídicos  
Em mamíferos, os alquilgliceróis vindos da dieta são absorvidos sem a quebra 
de sua ligação éter, e são usados como precursores de fosfolipídeos de membrana em 
diferentes tecidos. Os alquilgliceróis da dieta são incorporados preferencialmente nos 
fosfolipídeos fosfatidilcolina (1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina) e 
fosfatidiletanolamina (1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina). Sendo 
incorporados na membrana, estes lipídeos tornam-se disponíveis às células para 
serem usados como precursores de outras moléculas e exercer efeitos biológicos 
(REICHWALD & MANGOLD 1977; BLANK et al,1991; e MARIGNY et al.,2002).  
 A resposta imunitária provocada por alquilgliceróis tem sido avaliada em 
diferentes modelos de investigação. No estudo desenvolvido por OH & JADHAV 
(1994), a suplementação de alquilgliceróis sintéticos na dieta de ratas fêmeas lactantes 
aumentou significativamente a concentração de éteres lipídicos no leite de forma dose-
dependente. A concentração aumentada de alquilgliceróis no leite induziu ao aumento 
de granulócitos no sangue periférico e de imunoglobulinas (IgG e IgM) no plasma dos 
filhotes amamentados, sugerindo que os alquilgliceróis exercem função importante no 
desenvolvimento da resposta imunitária. 
 Além de estimular a maior produção de imunoglobulinas, a suplementação 
crônica com óleo de fígado de tubarão também levou à produção de níveis mais 
elevados de eritrócitos, bem como à maior concentração de hemoglobina no sangue 
periférico de fêmeas de suíno (MITRE et al, 2005). Este mesmo grupo de 
pesquisadores (MITRE et al, 2004) observou que a suplementação oral com óleo de 
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fígado de tubarão por 28 dias melhorou a motilidade e velocidade de espermatozóides 
in vitro, indicando que esta suplementação melhora a capacidade reprodutiva. 
 A ativação da resposta imunitária por alquilglicerol foi também verificada por 
YAMAMOTO & NGWENYA (1987) e HOMMA & YAMAMOTO (1990), que realizaram 
estudos in vitro com células peritoneais aderentes (macrófagos) e não-aderentes 
(linfócitos T e B), obtidas de camundongos, incubadas com dodecilglicerol, um 
alquilglicerol sintético de 12 carbonos. Nestes estudos, foi observado que o breve 
tratamento de uma mistura de linfócitos T, linfócitos B e macrófagos com 
dodecilglicerol, produziu significativa elevação da atividade fagocítica de macrófagos, e 
que esta atividade macrofágica foi dependente da participação dos linfócitos. Esta 
observação sugere que ocorre rápida comunicação de linfócitos para macrófagos 
durante o período de tratamento das células com dodecilglicerol, gerando como 
resultado, aumentada atividade fagocitária. Como macrófagos são células 
apresentadoras de antígeno, os alquilgliceróis incorporados na membrana de células 
tumorais podem ter potencializado a ação imunitária. NGWENYA & FOSTER (1991) 
observaram os mesmos resultados em estudos in vitro com células peritoneais de 
camundongos deficientes em linfócitos T (BALB/c-nu/nu) e de comundongos 
saudáveis. Os resultados mostraram a necessidade de linfócitos T para a ativação de 
macrófagos mediada por alquilgliceróis, e também a estimulação da produção de 
anticorpos induzida por estes compostos.  
 A administração diária de cápsulas de óleo de fígado de tubarão a humanos por 
um período de 4 semanas, elevou a resposta de neutrófilos na presença de bactérias, 
aumentou o nível do componente C4 do complemento no sangue, e promoveu 
aumento na produção de citocinas do tipo Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-2) por células 
mononucleares do sangue. Estes resultados, segundo os autores, foram devidos aos 
alquilgliceróis e esqualeno do óleo de fígado de tubarão, e sugerem que a 
suplementação diária com este óleo em altas doses é benéfica em infecções 
bacterianas, virais e fúngicas (LEWKOWICZ et al, 2005). SZOSTAK & SZOSTAK-
WEGIEREK (2006) também enfatizam a capacidade de alquilgliceróis e esqualeno 
encontrados em óleo de fígado de tubarão modular o sistema imune para o combate a 
infecções e câncer. 
 PÉDRONO et al, (2004b) avaliaram o efeito de alquilgliceróis extraídos de óleo 
de fígado de tubarão sobre a sinalização intracelular de linfócitos T humanos (Jurkat T 
lymphocytes). Eles relataram que estes compostos eram capazes de interferirem no 
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influxo de Ca++ nas células. Foi encontrado que os alquilgliceróis estimulam o influxo de 
Ca++ do meio extracelular, parcialmente através de canais de Ca++ voltagem-
dependentes. Os autores relacionaram este resultado com a capacidade dos 
alquilgliceróis provocarem despolarização da membrana plasmática. GROSMAN 
(2001), estudando o efeito de fosfolipídeos éteres em membranas plasmáticas de 
leucócitos, relatou que estes compostos inibem a enzima Ca++ ATPase, responsável 
pelo restabelecimento das baixas concentrações intracelulares de Ca++ após 
estimulação celular. A autora sugere que este efeito tenha sido devido ao acúmulo de 
éteres lipídicos nas membranas e conseqüente alteração do meio lipídico envolvendo a 
enzima, mais do que por ação direta sobre a enzima. A manutenção das concentrações 
intracelulares de Ca++ é fundamental para a função celular e os éteres lipídicos 
avaliados nestes dois estudos parecem contribuir diretamente para isso. Em 1990, 
PALMBLAD et al já haviam investigado a capacidade de diferentes éteres lipídicos 
provocarem aumento na concentração intracelular de Ca++ em neutrófilos. Estes 
autores concluíram que havia estreita relação entre a estrutura do lipídeo e sua 
capacidade de provocar tal efeito. Os autores relacionaram a habilidade dos éteres 
lipídicos em iniciar respostas oxidativas em neutrófilos com o influxo de Ca++.  
Estudos realizados com plaquetas de coelho e alquilgliceróis in vitro mostraram 
que a incubação de alquilgliceróis com as plaquetas inibiu parcialmente a ativação 
plaquetária e a liberação de [3H]-serotonina estimulada por PAF (platelet activating 
factor), mas não provocou esta inibição quando a molécula estimuladora foi outra que 
não PAF. Segundo os autores, isto indicaria que a seletiva inibição dos alquilgliceróis 
sobre as plaquetas poderia resultar de um efeito antagonista destes compostos sobre o 
receptor de PAF. A ativação de plaquetas participa de mecanismos envolvidos em 
várias doenças, e pode exercer importante papel no crescimento metastático de células 
cancerosas (PEDRONO et al, 2004a). Alquilgliceróis podem também ser precursores 
de PAF (PUGLIESE et al, 1998). 
 KROTKIEWSKI et al (2003), ao incubar células tumorais humanas de ovário, 
próstata e mama com óleo de fígado de tubarão (ECOMER®), observaram aumento na 
porcentagem de células apoptóticas de ovário e próstata, enquanto que as células 
tumorais mamárias aumentaram seu grau de necrose. Os autores concluíram com o 
estudo que os alquilgliceróis e seus metóxi-derivados presentes no óleo de fígado de 
tubarão exerceram claro efeito apoptótico/necrótico sobre células tumorais in vitro. 
Recentemente estudos envolvendo éteres lipídicos e sua capacidade de incorporação 
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em modelos de bicamadas lipídicas foram realizados e relacionados com a sua 
atividade pró-apoptótica. HECZKOVÁ & SLOTTE (2006) demonstraram que éteres 
lipídicos estabilizam domínios de membrana ricos em esfingomielina e esteróis em 
altas temperaturas, sugerindo que a associação de éteres lipídicos com rafts de 
membrana é possível e que as propriedades destes rafts são drasticamente alteradas 
por estes éteres. Estes estudos sustentam a idéia de que éteres lipídicos, ao 
estabilizarem rafts, possibilitam a translocação de receptores Fas para estes domínios, 
possibilitando o desencadeamento de apoptose. 
 Os efeitos de éteres lipídicos sobre células tumorais pressupõem a incorporação 
destas moléculas nas células. Tumores de animais e de humanos contêm maior 
quantidade de éteres lipídicos que tecidos normais segundo PINCHUK et al (2006), e 
baseados em estudos desenvolvidos na década de 1960, estes pesquisadores 
avaliaram a influência do comprimento da cadeia carbônica dos éteres lipídicos sobre a 
sua capacidade de incorporação em membranas de células tumorais, utilizando éteres 
lipídicos sintéticos marcados com iodo radioativo. Cadeias com 7 a 12 átomos de 
carbono foram rapidamente eliminadas e não retidas pelo tecido tumoral, enquanto que 
cadeias com 15 a 18 átomos de carbonos foram mais facilmente retidas. Considerando 
a capacidade de captação de éteres lipídicos por células tumorais, estes autores 
avaliaram neste estudo a utilização de éteres lipídicos marcados radioativamente como 
instrumento diagnóstico para visualização de tumores em exames laboratoriais. 
           Como mencionado em alguns estudos citados acima, alquilgliceróis sintéticos 
têm sido estudados em diversos modelos. Estes produtos sintéticos são cogitados 
como adjuvantes em formulações de vacinas pela sua propriedade de estimular 
respostas imunitárias incluindo o aumento da produção de anticorpos (ACEVEDO et al, 
2006).  
 Nos dados encontrados na literatura, é visível que a estimulação da resposta 
imunitária tem sido o alvo principal de investigação envolvendo óleo de fígado de 
tubarão, principal fonte natural de alquilgliceróis. Porém não é conhecido o efeito do 
uso crônico deste óleo, ofertado desde a infância até a vida adulta, sobre a resposta 
imunitária em situação patológica de surgimento e crescimento tumoral. Da mesma 
forma, são desconhecidos os efeitos do óleo de fígado de tubarão sobre caquexia 
provocada por tumor. Estas investigações podem contribuir para o melhor 
entendimento da ação dos éteres lipídicos e permitir futuras aplicações considerando o 
potencial benefício propiciado por eles. 
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2.  OBJETIVOS 
 
Estudos em diversos modelos sugerem que a suplementação com óleo de peixe 
reduz o crescimento tumoral por uma possível atuação direta sobre as células 
tumorais, e que é marcante a ação do óleo de fígado de tubarão na capacidade de 
melhorar a atividade imunitária. Considerando que óleo de peixe e óleo de fígado de 
tubarão atuam de forma diferente, porém positiva contra o desenvolvimento do câncer, 
o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da associação da suplementação crônica 
com óleo de fígado de tubarão (Ecomer®) e óleo de peixe (Herbarium®), sobre a 
caquexia, crescimento tumoral e resposta linfocitária em ratos com tumor de Walker 
256. Para alcançar estes objetivos os seguintes parâmetros foram avaliados: 
 
* PARÂMETROS DE CAQUEXIA 
- determinação da glicemia, triacilglicerolemia, lactatemia e concentração de glicogênio 
hepático; 
- determinação da massa corpórea dos animais e do peso tumoral;  
 
* PARÂMETROS TUMORAIS 
- Proliferação das células tumorais pela incorporação da (2- 14C)-timidina em DNA.; 
- peroxidação lipídica em tecido tumoral por método colorimétrico; 
- porcentual de apoptose/necrose de células tumorais por citometria de fluxo; 
- expressão de proteínas pró e anti-apoptóticas em tecido tumoral por Western Bloting;  
- quantificação de ácidos graxos em tecido tumoral por HPLC; 
- quantificação de alquilgliceróis em tecido tumoral por GC-MS. 
 
* PARÂMETROS IMUNITÁRIOS 
- proliferação de linfócitos T obtidos de baço, timo e linfonodo mesentérico pela 
incorporação da (2- 14C)-timidina em DNA.; 
- quantificação das populações de linfócitos T CD4+ e CD8+ infiltrados em tecido 
tumoral por imunohistoquímica. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS 
 Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. 
albinus), obtidos do biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal 
do Paraná. Os animais foram submetidos a ciclo invertido claro/escuro (12/12 horas), 
com temperatura controlada de 22 ± 1ºC, com água e alimentação (Nuvilab AR- Nuvital 
Nutrientes Ltda., Curitiba, PR, BRA, composta por 66% de carboidratos, 23% de 
proteínas, 4% de lipídios, 6% de fibras e 1% de vitaminas e minerais (PIZATO et al, 
2005)) à vontade. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Metabolismo 
Celular no Departamento de Fisiologia do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Paraná. Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPR (certificado número 147). 
 
3.2 SUPLEMENTOS E REAGENTES 
 O óleo de peixe utilizado como suplemento foi gentilmente doado pela Fundação 
Herbarium (Colombo, PR, BRA), e o óleo de fígado de tubarão, pela Naturalis 
Alimentos Naturais Ltda (São Paulo, SP, BRA). A gordura de coco utilizada foi 
adquirida da empresa Triângulo Alimentos (Itápolis, SP, BRA). Os sais utilizados para 
preparo de tampões foram obtidos da Reagen Quimibrás Indústria Brasileira S/A (Rio 
de Janeiro, RJ, BRA), Vetec Química Fina Ltda (Rio de Janeiro, RJ, BRA) ou Labsynth 
Produtos para Laboratórios Ltda (Diadema, SP, BRA). Meio de cultura (RPMI 1640), 
antibióticos (penicilina G e estreptomicina) e soro fetal bovino foram obtidos da Gibco 
(Grand Island, NY, USA).  Enzimas utilizadas nas dosagens de glicogênio, lactato 
sérico, iodeto de propídeo, concanavalina A, ácidos graxos para HPLC, azul de tripan, 
xilenol laranja, trifenilfosfina e organosilano foram obtidos da Sigma Chemical Co (St 
Louis, MO, USA). Kits comerciais para dosagem de glicemia e triacilglicerolemia foram 
adquiridos da Bioliquid (Laborclin Produtos para Laboratórios Ltda, Pinhais, PR, BRA). 
Os anticorpos monoclonais utilizados para citometria de fluxo foram obtidos da Caltag 
(California, USA), e anexina V foi adquirida do Laboratório de Biologia Celular e 
Molecular/ICB/USP. (2-14C)-timidina foi fornecida por New England Nuclear Research 
Products (DuPont Company, Biotecnology Systems, USA). Anticorpos monoclonais e 
kits utilizados para imunohistoquímica foram obtidos da Dako (USA). 
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3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 
 Os animais após desmame (21 dias) foram separados em 12 grupos (5 animais 
por grupo), de acordo com o tipo de suplementação e de acordo com a presença ou 
não de tumor Walker 256, conforme descrito abaixo: 
Grupos sem tumor: 
 
• C- não suplementado (controle);  
• FT- suplementado com óleo de fígado de tubarão;  
• OP- suplementado com óleo de peixe; 
• FT+OP- suplementado com óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe; 
• GC- suplementado com gordura de coco (gordura saturada);  
• FT+GC suplementado com óleo de fígado de tubarão e gordura de coco.  
 
 
Grupos com tumor: 
 
• W- não suplementado; 
• WFT- suplementado com óleo de fígado de tubarão;  
• WOP- suplementado com óleo de peixe; 
• WFT+OP- suplementado com óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe;  
• WGC- suplementado com gordura de coco;  
• WFT+GC suplementado com óleo de fígado de tubarão e gordura de coco. 
 
 Todos os animais receberam diariamente as respectivas suplementações por via 
oral, na dose de 1g/kg de peso corpóreo utilizando-se micropipetas, até completarem 
70 dias. Animais dos grupos com duas suplementações (óleo de fígado de 
tubarão+óleo de peixe e óleo de fígado de tubarão+gordura de coco) receberam 1g/kg 
de peso corpóreo de cada suplemento. Após 50 dias de suplementação, os animais 
dos grupos a serem nominados com tumor sofreram inoculação subcutânea no flanco 
direito de 1mL de suspensão de células do tumor de Walker 256, contendo 3 x 107 
células, e todos os animais continuaram a receber a suplementação descrita acima por 
mais 15 -20 dias, até ser verificada visualmente a instalação de caquexia nos animais 
portadores de tumor do grupo controle (W). Os animais então foram mortos por 
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ortotanasia cervical, e os tumores removidos e pesados antes de serem destinados 
para outras experimentações. O sangue foi coletado para determinações bioquímicas, 
o fígado separado para dosagem de glicogênio, e os órgãos linfóides processados para 
cultivo celular. Esta seqüência de suplementação e obtenção de tecidos dos 12 grupos 
de animais foi repetida 6 vezes. 
 
3.4 MASSA CORPÓREA 
 O peso dos animais foi monitorado a cada dois dias em balança digital URANO. 
 
3.5 OBTENÇÃO DAS CÉLULAS DE TUMOR DE WALKER 256 
 Uma suspensão de 2 x 107 células de tumor de Walker 256, 1 mL, foi injetada 
intraperitonialmente em rato macho da linhagem Wistar. Após um período de 
aproximadamente 5 dias, quando constatada ascite, o animal foi ortotanasiado por 
deslocamento cervical e 10mL de solução salina 0,9% foram injetados em sua 
cavidade abdominal. Seu abdômen foi massageado e, por meio de laparotomia 
mediana foi retirado da cavidade abdominal o fluido contendo as células tumorais, com 
auxílio de pipeta de plástico tipo Pasteur. As células tumorais obtidas foram contadas 
em câmara de Neubauer na presença de azul de trypan, 10g/L em solução salina 0,9% 
(NaCl 154mM). 
 
3.6 ISOLAMENTO DE LINFÓCITOS DO BAÇO, TIMO E LINFONODOS 
MESENTÉRICOS 
 Os órgãos linfóides (baço, timo e linfonodos mesentéricos) foram mantidos em 
PBS com antibióticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10mg/L) (PBS+AB), e 
macerados com auxílio de êmbolo de seringa e peneira de malha fina, em placa de 
petri. Para cada grupo de animais foi obtido pool de linfócitos de cada órgão. O 
conteúdo macerado de linfonodos mesentéricos e timos foi filtrado em papel filtro 
apropriado e centrifugado a 290 x g, durante 7 minutos, a 4ºC. Os precipitados foram 
lavados com PBS+AB por 2 vezes, e o último sedimentado foi resuspenso em meio de 
cultura RPMI1640 contendo 10% de soro fetal bovino e antibióticos (penicilina 10.000U 
e estreptomicina 10mg/L). Para o isolamento de linfócitos do baço, logo após a 
maceração, o sobrenadante foi desprezado, e o sedimentado foi ressuspenso em 
solução contendo cloreto de amônio para lise de hemáceas. Em seguida, os 
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procedimentos de lavagem dos linfócitos com PBS+AB e ressuspensão em meio de 
cultura foram efetuados. 
 
3.7 PROLIFERAÇÃO LINFOCITÁRIA 
 Os linfócitos dos diferentes grupos foram cultivados em placas de 96 
escavações, 180µL de solução de células contendo 2x105 células/escavação, a 37ºC 
em atmosfera de 95% ar/ 0,5% CO2, por 48h, estimuladas ou não com 20µL/escavação 
do mitógeno concanavalina A (Con A-5µg/mL). Vinte microlitros/escavação de solução 
contendo (2-14C)-timidina em meio de cultura (50mCi/mmol) foram adicionados por um 
período adicional de 18h, sob as mesmas condições descritas anteriormente. Após 
este período as células foram coletadas automaticamente em coletor múltiplo (Skatron 
Combi Multiple Cell Harvester, UK) em papéis de filtro específicos para coleta (COX 
Scientific - England). Os discos de papel contendo a radioatividade incorporada no 
DNA foram levados para contagem em cintilador Beckman LS 6500. 
 
3.8 PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS TUMORAIS 
 A proliferação de células tumorais também foi avaliada utilizando-se o mesmo 
método empregado no cultivo dos linfócitos, sendo diferente apenas a obtenção das 
células. Esta obtenção foi feita por fragmentação do tecido com tesoura em PBS + AB, 
filtração, e após centrifugação a 290 x g, durante 7 minutos, a 4ºC, foi procedida 
contagem das células para posterior cultivo (HUANG et al, 2000). As células, 104 
células/escavação, foram cultivadas por um período de 24h na presença de 
20µL/escavação de solução contendo (2-14C)-timidina. A coleta das células e obtenção 
dos resultados foram feitas da mesma forma descrita para linfócitos. 
 
3.9 APOPTOSE DE CÉLULAS TUMORAIS 
 Depois de isoladas as células tumorais foram ressuspensas em tampão de 
ligação (10mM Hepes pH 7,4, 150mM NaCl, 5mM KCl, 1mM MgCl2 e 1,8mM CaCl2) 
contendo anexina V (diluída 1:500, vol:vol, conforme instrução do fabricante) marcada 
com o fluorocromo fluoresceína isotiocianato (FITC), e com iodeto de propídeo (PI). A 
molécula de anexina V liga-se especificamente na fosfatidilserina, fosfolipídeo presente 
na monocamada interna da membrana plasmática celular, que é translocado para a 
monocamada externa da membrana plasmática de células sofrendo apoptose. A 
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fluorescência celular foi avaliada por citometria de fluxo (FACS – fluorescence activated 
cell sorter) em equipamento FACSCalibur Becton Dickinson, sendo que a marcação 
com FITC foi visualizada no canal FL1 do citômetro, e a marcação com PI, no canal 
FL2. Os dados foram expressos em porcentagem de eventos. O software utilizado para 
a aquisição dos dados foi o Cell Quest™, e para a análise de dados, o programa Win 
Midi.  
  
3.10 PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA DO TECIDO TUMORAL 
A peroxidação lipídica foi avaliada pelo método descrito por Nourooz-Zadeh et al 
(1994), quantificada pela formação de hidroperóxidos lipídicos/mg de proteínas. Para 
isso, amostras de tecido tumoral (200mg) foram homogeneizadas em 5 volumes de 
metanol (Homogeneizador Politron - 25.000rpm), e centrifugadas a 5.000 x g/5’/4ºC. O 
sobrenadante (90µL) foi aliquotado em tubos de reação contendo 10µL de metanol ou 
10µL de solução metanólica de trifenilfosfina (TPP, Sigma®) a 10mM.  Todos os tubos 
foram agitados vigorosamente e então incubados em temperatura ambiente por 30 
minutos. 
Após este período foram adicionados 900 µL de solução de trabalho (reativo de 
FOX2), contendo MeOH 90%, xilenol laranja 100µM (Sigma®), H2SO4 25mM, 
hidroxitolueno butilado (BHT) 4mM, e sulfato ferroso de amônio 250µM, em metanol 
90% (v:v, em água). Após agitação, as amostras foram incubadas por 30 minutos em 
temperatura ambiente. Nesta etapa, os cátions ferrosos (Fe²+) do reativo de FOX2 são 
oxidados pelos hidroperóxidos presentes na amostra (tanto pelos hidroperóxidos 
lipídicos quanto por outros tipos de hidroperóxidos presentes na amostra). Como todos 
os hidroperóxidos lipídicos das amostras tratadas com TPP foram reduzidos, a 
produção de Fe³+ será menor nestas do que nas amostras não tratadas com TPP. O 
Fe³+ formado é então quelado pelo xilenol laranja, o que faz a cor deste indicador 
passar de laranja a azul-púrpura (passa a absorver luz em 560nm). Ao final do tempo 
da incubação, a absorbância foi mensurada a 560 nm. Subtraiu-se então o valor da 
absorbância das amostras tratadas com TPP (sem hidroperóxidos lipídicos) do valor da 
absorbância das amostras sem TPP. A quantidade de lipoperóxidos foi calculada 
utilizando-se curva padrão de peróxido de hidrogênio, obtida com soluções padrão de 
diferentes concentrações (100; 50; 25; 12,5; 6,2; 3,1 e 1,6 µM) submetidas aos 
mesmos procedimentos descritos acima para a dosagem de hidroperóxidos (com 
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exceção ao tratamento com TPP). Os resultados foram expressos em nmol de 
hidroperóxidos/mg de proteína. 
 
3.11 QUANTIFICAÇÃO PROTÉICA PARA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 
 A quantificação de proteína das amostras foi feita pelo método de BRADFORD 
(1976). A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 595 nm. 
 
3.12 DETERMINAÇÃO DE PARÂMETROS DE CAQUEXIA  
3.12.1 Lactatemia 
 As dosagens bioquímicas de lactato sérico foram realizadas segundo método de 
ENGLE & JONES (1978). Inicialmente foi realizada desproteinização de 500µL de soro 
pela adição de 50µL de ácido tricloroacético (TCA 25% p/v). A mistura foi agitada em 
vórtex e em seguida centrifugada por 2 minutos a 13000rpm. O sobrenadante foi 
neutralizado pela adição de Tris/KOH (0,5M/2M) com auxílio de indicador universal, e 
100µL deste sobrenadante neutralizado foi pipetado em tubo de ensaio contendo 1 mL 
do tampão de ensaio, com pH ajustado para 8,85 (EDTA 9,58 mM, glicina 0,37 mM, 
hidrato de hidrazina 0,3M lactato desidrogenase - EC 1.1.1.27 - 4 unidades 
internacionais (UI)/mL, β-NAD+ 0,9 mM). Após 45 minutos de incubação em 
temperatura ambiente, foi efetuada leitura em espectrofotômetro a 340 nm.  
 
3.12.2 Conteúdo de glicogênio hepático 
 Este foi determinado segundo o método descrito por LEIGHTON & COOPER 
(1989) adaptado. Cerca de 90mg de tecido foi pesado e adicionado a tubo de ensaio 
contendo 500µL de KOH 1M, que foi mantido em banho-maria a 60°C durante cerca de 
30 minutos para digestão do tecido. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas 
em vórtex e 100µL do tecido dissolvido foram adicionados em tubo de ensaio contendo 
500µL de tampão acetato pH 4,8 (ácido acético glacial 0,48%, acetato de sódio 12mM, 
amiloglucosidase 0,1%, água ultrapura q.s.p.), e 17,5µL de ácido acético glacial. Após 
agitação em vórtex, as amostras foram mantidas em estufa a 37°C por 2 horas, e em 
seguida centrifugadas a 15000 x g, durante 5 minutos. Do sobrenadante foram 
pipetados 100µL em outro tubo contendo 1 mL de tampão trietanolamina (TEA) pH 7,5 
(TEA 37mM, MgSO4 0,6mM, sal dissódico de ATP 0,96mM, sal sódico de NADP 
0,07mM, hexoquinase/glicose-6-fosfato desidrogenase, água ultrapura q.s.p.). Após 
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agitação em vórtex, as amostras repousaram 40 minutos em temperatura ambiente, e 
em seguida a leitura em espectrofotômetro a 340 nm foi efetuada.   
 
3.12.3 Glicemia 
 A concentração plasmática de glicose foi determinada pelo método enzimático 
colorimétrico glicose oxidase, utilizando kit de glicose da Bioliquid, seguindo as 
especificações do fabricante. A leitura da absorbância foi realizada em 
espectrofotômetro a 505 nm e os resultados foram expressos em mg/dL. 
 
3.12.4 Triacilglicerolemia 
 A concentração plasmática de TAG foi determinada por método enzimático 
colorimétrico, utilizando os kits triglicérides GPO-Bioliquid conforme especificações do 
fabricante. A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 540 nm e os 
resultados foram expressos em mg/dL. 
 
3.13 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA 
LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (High Performance Liquid Chromatography – 
HPLC) 
3.13.1 Extração lipídica 
 Foi realizada de acordo com o método descrito por Folch et al (1956). Setenta 
miligramas de cada amostra de tecido tumoral foram utilizados para a extração. Após a 
pesagem, foi acrescentado ao tecido contido em tubo de vidro, 1,33 mL do solvente 
extrator (composto por metanol:clorofórmio, 1:2, vol:vol). O material foi homogeneizado 
com o auxílio de um homogeneizador (Bosch® GGS 27). Em seguida, foram 
adicionados 480 µL de metanol ao homogenato, e o material foi então centrifugado a 
5000 g, por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de vidro e 
foram adicionados 960µL de clorofórmio (para manter a proporção metanol:clorofórmio 
em 1:2 v:v). Na seqüência, foram adicionados 550 µL de água ultrapura, e o sistema 
bifásico formado foi então submetido a uma intensa agitação, até não serem mais 
distinguíveis as suas duas fases. Cerca de 10 minutos depois, após a reconstituição 
espontânea do sistema bifásico, o sobrenadante (aquoso) foi removido com o auxílio 
de uma micropipeta. Foi então adicionado 1 mL de Solução de Folch (metanol 48,98%; 
água 47,96%; clorofórmio 3,06%; MgCl2 0,017%; CaCl2 0,02%; NaCl 0,37%), 
lentamente (para evitar a formação de emulsão) e de maneira que as paredes do tubo 
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fossem lavadas com esta solução. Após a remoção do sobrenadante, este 
procedimento foi repetido mais duas vezes, e o infranadante submetido à secagem em 
nitrogênio gasoso. 
 
3.13.2 Saponificação dos extratos lipídicos 
 Os extratos lipídicos obtidos dos tumores, bem como alíquotas de óleo de fígado 
de tubarão, óleo de peixe e gordura de coco, foram ressuspensos em 100µL de 
metanol e saponificados com 2,0mL de uma solução alcalina em metanol (hidróxido de 
sódio 1M em metanol a 90%), a 37°C por 2 horas, em banho-maria com agitação 
(BEYER & JENSEN, 1989; NISHIYAMA-NARUKE et al, 1998). A solução alcalina foi 
então acidificada até aproximadamente pH 3,0, com 1,5 mL de ácido clorídrico 1M. Os 
ácidos graxos em solução foram extraídos 3 vezes com 2,0 mL de hexano. O solvente 
foi evaporado em nitrogênio gasoso e as amostras então guardadas protegidas da luz, 
a -20°C, até a derivatização com BMMC. 
 
3.13.3 Derivatização dos ácidos graxos 
 A reação de derivatização foi baseada no método descrito por ABUSHUFA et al. 
(1994). O reagente 1 foi preparado adicionando-se 10mg de 4-bromometil-7-metóxi 
coumarina (BMMC) em 10mL de acetonitrila. O reagente 2 foi preparado adicionando-
se 26,5mg de 18-crown-6 e 100mg de carbonato de potássio em 5mL de acetonitrila. O 
reagente 2 foi sonicado por 30 minutos e outros 5mL de acetonitrila foram adicionados. 
O sobrenadante foi separado do precipitado e a solução foi estocada a 4-8°C. As 
amostras contendo ácidos graxos a serem derivatizados foram reconstituídas em 
100µL de acetonitrila e homogeneizadas em vórtex por 30 segundos. Após este 
período foram adicionados 100µL do reagente 1, e 100µL do reagente 2. As amostras 
foram novamente homogeneizadas, mantidas a 60°C por 15 minutos em placa 
aquecedora, e em seguida transferidos para frascos apropriados para injeção em 
HPLC. 
 Para a análise dos ácidos graxos derivatizados através do detector de 
fluorescência, foram realizadas injeções de 50µL dos derivados diluídos. O fluxo foi de 
1,0mL/minuto, à temperatura ambiente controlada de 23°C. Os compostos foram 
detectados fluorimetricamente com excitação a 325nm e emissão a 398nm. Quanto à 
fase móvel, foi realizado gradiente binário com acetonitrila e água, iniciando com a 
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proporção de 77 : 23% (acetonitrila:água) e finalizando com 90 : 10%, em um total de 
55 minutos. 
 
3.13.4 Obtenção dos cromatogramas - HPLC 
 Após extração lipídica, saponificação dos extratos e derivatização dos ácidos 
graxos obtidos, as amostras foram injetadas em um sistema HPLC – Varian com uma 
bomba (modelo ProStar 230), autoinjetor (mod ProStar 410) e detector de fluorescência 
(mod ProStar 363). A coluna analítica para a separação dos ácidos graxos 
derivatizados utilizada foi da marca Varian, Microsorb-MV C-8 de fase reversa, com 
250 mm de comprimento x 4,6 mm de diâmetro, contendo partículas de 5µm. O 
software para integração e registro de dados foi o Star 6.2 Chromatography 
Wokstation. 
 Os seguintes ácidos graxos foram utilizados como padrões: ácido láurico 
(C12:0), ácido mirístico (C14:0), ácido palmítico (C16:0), ácido palmitoléico (C16:1n-7), 
ácido esteárico (C18:0), ácido oléico (C18:1n-9), ácido linoéico (C18:2n-6), ácido α-
linolênico (C18:3n-3), ácido araquidônico (C20:4n-6), ácido eicosapentaenóico (C20:5n-
3) e ácido docosahexaenóico (C22:6n-3). 
 
3.14 ANÁLISE DE ALQUILGLICERÓIS POR CROMATOGRAFIA GASOSA 
ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSA (Gas Chromatography - Mass 
Spectrometry – GC-MS) 
3.14.1 Metanólise ácida 
 Os extratos lipídicos (obtidos pelo método de Folch) foram solubilizados em 
metanol-HCl (HCl 3% em metanol PA) e agitados em vórtex. Os conteúdos foram 
transferidos para tubos de hidrólise com tampa e mantidos em estufa a 100°C por 2 
horas. Este procedimento hidrolisa ácidos graxos esterificados à estrutura do glicerol 
de fosfolipídeos e triacilgliceróis presentes nas amostras, restando apenas cadeia 
lipídica unida por ligação éter ao glicerol (alquilglicerol). Os ácidos graxos são 
convertidos em ácidos graxos livres metilados (metil ésteres) por este procedimento 
(SOUZA et al, 2007; SASSAKI et al, 1999). 
 
3.14.2 Acetilação  
 Os conteúdos dos tubos de hidrólise foram secos em nitrogênio gasoso e em 
seguida a eles foram adicionados 200µL de anidrido acético + 200µL de piridina para 
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ligação de grupamentos acetil nas extremidades livres do glicerol. Os tubos de hidrólise 
foram agitados em vórtex e mantidos em estufa a 100°C por 30 minutos para 
conclusão do procedimento (SASSAKI et al, 2008). Após este período, os tubos foram 
mantidos em geladeira até a leitura ser efetuada em cromatógrafo gasoso. 
 
3.14.3 Obtenção dos cromatogramas – GC-MS 
 As amostras foram injetadas em cromatógrafo gasoso Saturn 2000R equipado 
com coluna capilar CP-Sil-5 CB Chrompack®, 30m x 0,25 mm, de baixo sangramento.  
 Os padrões utilizados foram obtidos do próprio óleo de fígado de tubarão 
ECOMER® submetido aos mesmos procedimentos de metanólise ácida e acetilação, e 
injetados na mesma coluna capilar das amostras. Dez microlitros de galactitol 
(1mg/mL), utilizado como padrão externo para quantificação dos alquilgliceróis das 
amostras, foram adicionados ao volume de amostra acetilada (200µL), totalizando 
210µL. Deste volume, 0,5µL foram injetados, contendo 23,8ng de galactitol por injeção. 
A área correspondente ao pico de galactitol de cada amostra foi utilizada para a 
quantificação dos alquilgliceróis. 
 
3.15 IMUNOHISTOQUÍMICA DE LINFÓCITOS INFILTRADOS NO TECIDO 
TUMORAL 
 As lâminas utilizadas para a imunohistoquímica foram primeiramente lavadas em 
detergente Extran diluído em água destilada (0,003%, v/v), e enxaguadas em água 
destilada mantendo-as imersas durante 15 minutos, 3 vezes sucessivas. Em seguida 
foram passadas em acetona P.A. por 20 segundos, e secas em temperatura ambiente. 
As lâminas foram submetidas à imersão rápida em organosilano 2% diluído em acetona 
P.A. (v/v) quatro vezes sucessivas, imediatamente depois em acetona P.A. também por 
quatro vezes, e em água destilada por duas vezes. A secagem foi realizada em 
temperatura ambiente. 
  Fragmentos de tumor logo após serem retirados de 3 animais por grupo foram 
imersos em formalina, e ali mantidos até a parafinização. Para a desparafinização dos 
cortes obtidos dos tumores, foi realizada imersão em xilol a temperatura ambiente por 2 
vezes de 10 minutos, em álcool etílico absoluto por 3 vezes de 1 minuto, e finalmente 
em álcool etílico 80%, 1 vez de 1 minuto. O bloqueio da peroxidase endógena foi 
efetuado com solução de peróxido de hidrogênio 5% em metanol P.A. (v/v). Para a 
recuperação antigênica as lâminas foram mergulhadas em recuperador Imuno Retriver 
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(Dako®) em cuba aquecida por banho-maria a 99°C por 40 min, e em seguida 
resfriadas à temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em água destilada e a 
área do corte foi delimitada com caneta hidrofóbica Dako pen (Dako®). Até o momento 
de gotejar as alíquotas de anticorpo, as lâminas foram mantidas em tampão TBS tris 
pH 7.3 para evitar a secagem do corte. Depois que os anticorpos foram gotejados 
sobre os cortes, as lâminas foram mantidas em câmara úmida, em geladeira overnight. 
As lâminas foram lavadas em tampão TBS tris pH 7.3, e neste tampão mantidas por 15 
minutos. Após secagem em temperatura ambiente, Envision/Advanced Link (Dako®) foi 
gotejado e mantido sobre as lâminas por 30 minutos.  
 Para a revelação foi utilizado Kit Advanced (Dako®). Após lavagem em tampão 
TBS tris pH 7.3, foi gotejado Advanced Enzyme (Dako®) e mantido 30 minutos sobre 
as lâminas. Em seguida, e após nova lavagem em tampão TBS tris pH 7.3, o 
cromógeno DAB (1:1) foi gotejado, e quando a visualização da cor castanha foi 
possível, as lâminas foram rapidamente lavadas em água destilada. As lâminas foram 
contracoradas com Hematoxilina de Harris por 5 minutos, e em seguida lavadas em 
água de torneira por 5 minutos. Após desidratação com álcool ético absoluto por 3 
vezes de 1 minuto, e diafanização com xilol por 3 vezes de 5 minutos, as lâminas foram 
montadas.  
 Como controle positivo foi utilizado corte de amígdala de rato, e como controle 
negativo, corte de rim. Os cortes foram observados em microscópio óptico, e as 
imagens obtidas foram processadas com auxílio do software Image Pro Plus. 
  
3.16 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO 
DE SÓDIO (Sodium Dodecyl Sulphate – Polyacrylamide Gel Eletroforesis - SDS-
PAGE) 
Os tumores foram homogeneizados em tampão de lise pH 7,5 (Trisma base 100 
mM, EDTA 10 mM, SDS 1%, fluoreto de sódio 100 mM, pirofosfato de sódio 10 mM, 
ortovanadato de sódio 10 mM) na proporção 1:7 (100 mg de tecido:700µL de tampão 
de lise) com o auxílio de um homogeneizador tipo Politron (25.000/min). Em seguida os 
homogenatos foram centrifugados por 5 minutos a 13000 rpm e o sobrenadante 
coletado. A quantificação protéica foi feita pelo método de Bradford. A concentração de 
proteína nas amostras foi calculada com base em curva padrão de soroalbumina 
bovina.  
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 Após a quantificação protéica das amostras, estas foram diluídas com tampão 
Laemmli 2 vezes concentrado (Tris HCl 0,5M, SDS 10% (p/v) bromofenol blue 0,5% 
(p/v), glicerol 26%, água ultrapura q.s.p., β-mercaptoetanol 1:20 (v/v)) de forma que a 
concentração final de proteína das amostras alcançasse 3 µg/µL.  SDS (dodecil sulfato 
de sódio) é um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regiões 
hidrofóbicas das proteínas. O complexo formado SDS-proteína distribui carga negativa 
semelhante entre todas as proteínas, que migrarão para o pólo positivo do campo 
elétrico. Portanto, a migração das proteínas no método "SDS-PAGE" depende 
principalmente dos seus pesos moleculares. O glicerol foi utilizado para dar à amostra 
densidade maior do que o tampão de corrida e β-mercaptoetanol (agente redutor) para 
desfazer pontes dissulfeto da estrutura protéica, possibilitando a separação da amostra 
em subunidades. 
O gel de empilhamento foi preparado a 4% e permite que todas as proteínas 
migrem com a mesma velocidade no início da corrida. Chegando ao gel de separação, 
que foi preparado a 15%, as proteínas começam a migrar de acordo com seus 
tamanhos. Os géis foram preparados a partir de uma solução de 
acrilamida:bisacrilamida (30:1), sendo que a polimerização química  da acrilamida com 
a bisacrialamida foi , então, iniciada com a adição do persulfato de amônio e TEMED. 
Persulfato de amônio gera radicais livres que levam à polimerização, enquanto o 
TEMED catalisa a formação destes radicais.  
As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida em "SDS-
PAGE" por cerca de 2 horas (200 V, 400 mA). Esta separação das proteínas é 
importante para a posterior identificação das proteínas de interesse por Western 
Blotting.  
 
3.16.1 WESTERN BLOTTING 
 O método de Western blotting surgiu em 1979, descrito por TOWBIN e 
colaboradores. Baseia-se na identificação de proteínas específicas pelo uso de 
anticorpos mono e policlonais, incluindo a detecção, quantidade relativa e o peso 
molecular das proteínas em uma mistura complexa. Após a separação das proteínas 
em SDS-PAGE, elas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, onde se 
procedeu ao método. Esta membrana foi submetida à incubação com tampão de 
bloqueio, contendo 1,5% de BSA, para bloqueio de ligação inespecífica do anticorpo, 
durante duas horas. Após este período, a membrana foi incubada em tampão de 
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incubação contendo 1,5% de BSA e o anticorpo primário contra a proteína alvo (Bax e 
Bcl-2). Para visualização da interação proteína-anticorpo foi então utilizado anticorpo 
secundário contra o anticorpo primário, sendo este complexado com enzima HRP 
(horseradish peroxidase). Pela adição de substrato quimioluminescente pode-se 
observar as bandas das proteínas Bax e Bcl2 em filme Kodak para radiografia. O 
software utilizado para a mensuração da intensidade das bandas foi o Image J. 
 
3.17 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média e submetidos à 
análise de variância de duas vias, tendo como fatores o tumor e a suplementação, com 
pós teste de Bonferroni, com significância estatística para P < 0,05. GraphPad Prism 4 
foi o software utilizado. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Massa tumoral  
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Figura 8: Massa do tumor (g) dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados 
com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo 
de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco 
(WFT+GC).  Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 10 animais 
por grupo. ap<0,05 vs. W, b p<0,05 vs. WGC, c p<0,01 vs. WFT,  d p<0,01 vs. WFT+GC.  
 
A massa do tumor (g) dos animais portadores de tumor (Figura 8) alimentados 
com dieta padrão (W) foi de 17,1g ± 2,1. A suplementação com óleo de fígado de 
tubarão (WFT) induziu a uma massa tumoral de 11,2g ± 0,7, indicando que a 
velocidade de crescimento do tumor foi 34% menor quando comparada à do grupo W 
(p<0,05). A suplementação com óleo de peixe (WOP) por sua vez, provocou redução 
ainda maior da massa tumoral para 7,3g ± 0,6, a qual foi 57% menor quando 
comparada à do W (p<0,05), e 35% menor quando comparada à do suplementado com 
óleo de fígado de tubarão (p<0,01).  A associação da suplementação com óleo de 
peixe e fígado de tubarão (WFT+OP) não promoveu efeito adicional na redução da 
massa tumoral ao já induzido pela suplementação isolada com óleo de peixe (p>0,05). 
Animais suplementados com gordura saturada (WGC) apresentaram massa tumoral de 
16,4g ± 1,5, semelhante à do grupo W (p>0,05), mas significativamente maior (p<0,05) 
que à dos grupos suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe 
(WOP) e sua associação (WFT+OP). Quando a gordura saturada foi administrada em 
conjunto com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC), a massa tumoral foi de 13,8g ± 1, 
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a qual não foi diferente quando comparada à dos grupos WGC e WFT (p>0,05), mas 
significativamente maior que à dos grupos WOP e WFT+OP (p<0,01). 
 
 
4.2 Parâmetros de caquexia 
Os dados referentes às concentrações plasmáticas, em jejum, de glicose e de 
triacilgliceróis dos animais sem tumor e portadores de tumor estão apresentadas nas 
Figuras 9 e 10. Animais sem tumor alimentados com dieta padrão (C) e os submetidos 
às diferentes suplementações com óleo de peixe (OP), óleo de fígado de tubarão (FT), 
gordura de coco (GC) e suas associações (FT+OP, FT+GC), não tiveram alteração da 
glicemia a qual ficou em torno de 97 mg/dL. Os animais portadores de tumor 
alimentados com dieta padrão (W) apresentaram redução de aproximadamente 25% na 
concentração de glicose plasmática quando comparados aos animais controle 
(p<0,001). As suplementações com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe 
(WOP) e associação de ambas (WFT+OP) impediram queda da glicemia quando 
comparada à dos animais do grupo W (p<0,01), sendo similar à dos animais sem tumor 
(p>0,05). Animais com tumor suplementados com gordura saturada (WGC) 
apresentaram glicemia semelhante à dos animais do grupo W (p>0,05) e 
significativamente menor que à dos animais sem tumor com a mesma suplementação 
(GC) (p<0,001). Quando a suplementação com gordura saturada foi associada à de 
fígado de tubarão (WFT+GC) observou-se menor queda da glicemia quando 
comparada à do grupo WGC (p<0,01), contudo não atingiu os valores de concentração 
normais ficando menor quando comparada à do grupo sem tumor com a mesma 
suplementação (FT+GC, p<0,001).  
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Figura 9: Concentração plasmática de glicose (mg/dL) dos animais sem tumor alimentados 
com dieta padrão (C), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT), óleo de peixe (OP), 
óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP), gordura de coco (GC) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (FT+GC), e dos animais portadores de tumor alimentados com dieta 
padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo 
de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os dados são apresentados como média ± erro padrão 
da média de 20 animais por grupo. ap<0,001 vs. C, bp<0,01 vs. W, cp<0,001 vs. respectivo 
controle sem tumor, dp<0,05 vs. WFT+OP, ep<0,01 vs. WGC.  
  
Os animais sem tumor alimentados com dieta padrão (C) e submetidos às 
diferentes suplementações e suas associações, como citado acima, não apresentaram 
diferença significativa quanto à triacilglicerolemia (p>0,05), a qual foi em média 
68,1mg/dL. Com a presença de tumor, os animais alimentados com dieta padrão (W) 
apresentaram concentração de triacilgliceróis de 117,2mg/dL ±11,3, a qual foi 88% 
maior que à encontrada nos animais controle (C) (p<0,001). As suplementações com 
óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP) e associação de óleo de fígado 
de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP) apresentaram capacidade de se contrapor ao 
efeito da presença do tumor, impedindo o aumento da concentração de triacilgliceróis 
plasmáticos (p<0,01 vs. W), ficando esta ao redor de 84mg/dL. A suplementação com 
gordura de coco (WGC) não conteve o efeito da presença do tumor (101,7mg/dL±7,7) e 
a associação da suplementação com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC, 
102,5mg/dL±5,9) também não teve efeito (p>0,05 vs. W), ficando maiores que suas 
contrapartes sem tumor (p<0,01).  
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Figura 10: Concentração plasmática de triacilgliceróis (mg/dL) dos animais sem tumor 
alimentados com dieta padrão (C), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT), óleo de 
peixe (OP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP), gordura de coco (GC) e óleo 
de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC), e dos animais portadores de tumor 
alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo 
de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) 
e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os dados são apresentados como 
média ± erro padrão da média de 20 animais por grupo. ap<0,001 vs. C, bp<0,01 vs. W, cp<0,01 
vs. respectivo controle sem tumor.  
 
 O intenso metabolismo glicolítico das células tumorais leva os indivíduos 
portadores de tumor a apresentarem concentração plasmática elevada de lactato, o 
que é mais um indicativo de instalação do quadro de caquexia. Na Figura 11 estão 
apresentados os dados referentes à concentração plasmática de lactato dos animais 
com e sem tumor, suplementados e não suplementados. Os animais portadores de 
tumor alimentados com dieta normal (W) apresentaram maior concentração plasmática 
de lactato, 2,2mmol/L±0,09, a qual foi 65% maior quando comparada à dos animais 
sem tumor com a mesma dieta (C, 1,3mmol/L±0,1) (p<0,001). A suplementação dos 
animais portadores de tumor com óleo de fígado de tubarão (WFT, 1,6mmol/L±0,07), 
óleo de peixe (WOP, 1,5mmol/L±0,08), e óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe 
(WFT+OP, 1,4mmol/L±0,07), impediu significativamente a elevação da concentração 
de lactato quando comparada com à dos animais do grupo W (p<0,001). A 
suplementação apenas com gordura saturada (WGC), por outro lado, não teve este 
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efeito, onde foi observada manutenção da concentração elevada de lactato 
(2,0mmol/L±0,09), em valor próximo à do grupo W (p>0,05), e significativamente mais 
alta que à do grupo controle sem tumor que recebeu a mesma suplementação (GC, 
1,5mmol/L±0,06) (p<0,01). Quando da associação da suplementação de gordura de 
coco com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC) observou-se novamente efeito protetor 
quanto à elevação da lactatemia (1,6mmol/L±0,06), ficando esta similar à dos animais 
sem tumor e dos com tumor com as diferentes suplementações (WFT, WOP e 
WFT+OP, p>0,05). A suplementação com óleo de fígado de tubarão nos animais com 
tumor (WFT, 1,6mmol/L±0,07) impediu a elevação da concentração plasmática de 
lactato em relação à do grupo W (p<0,001), mas foi ainda significativamente maior que 
à encontrada no grupo sem tumor (FT, 1,3mmol/L±0,07,  p<0,01). 
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Figura 11: Concentração plasmática de lactato (mmol/L) dos animais sem tumor alimentados 
com dieta padrão (C), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT), óleo de peixe (OP), 
óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP), gordura de coco (GC) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (FT+GC), e dos animais portadores de tumor alimentados com dieta 
padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo 
de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os dados são apresentados como média ± erro padrão 
da média de 15 animais por grupo. ap<0,001 vs. C, bp<0,001 vs. W, cp<0,01 vs. respectivo 
controle sem tumor, dp<0,05 vs. WGC.  
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 Outro importante parâmetro bioquímico indicativo de caquexia no modelo de 
tumor de Walker 256 é o conteúdo de glicogênio hepático (Figura 12). Os animais sem 
tumor alimentados com dieta padrão (C) e submetidos às diferentes suplementações 
(FT, OP, GC) e suas associações (FT+OP, FT+GC), não apresentaram diferença 
significativa quanto ao conteúdo de glicogênio hepático (p>0,05), o qual foi em média 
150,4 µmol/g de tecido. A presença de tumor provocou intensa mobilização do 
conteúdo de glicogênio para a manutenção da glicemia, levando à redução dos 
estoques como observado nos animais do grupo W, que apresentaram redução 
acentuada de glicogênio hepático (101,0µmol/g de tecido ± 7,2), a qual foi de 31,2% 
quando comparado ao conteúdo dos animais do grupo sem tumor (C, p<0,001). As 
suplementações com óleo de fígado de tubarão (WFT, 124,7µmol/g de tecido ± 2,3), 
óleo de peixe (WOP, 125,2µmol/g de tecido ± 5,6), óleo de fígado de tubarão + óleo de 
peixe (WFT+OP, 125,4µmol/g de tecido ± 3,5), e óleo de fígado de tubarão + gordura 
de coco (WFT+GC, 124,4µmol/g de tecido ± 4,7) propiciaram conservação significativa 
de glicogênio hepático, cerca de 80% quando comparados com seus respectivos 
controles sem tumor (FT, OP, FT+OP, FT+GC). Os grupos WFT, WOP e WFT+OP 
apresentaram conservação de glicogênio hepático de aproximadamente 23%, 24% e 
24%, respectivamente, em relação ao do grupo W (p<0,05). Já o grupo suplementado 
apenas com gordura de coco (WGC, 110,2µmol/g de tecido ± 3,8) apresentou redução 
do conteúdo de glicogênio em 30% em relação ao grupo sem tumor (GC) e a 
associação com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC), promoveu elevação do 
conteúdo em 23% quando comparado ao do grupo W (p<0,05). 
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Figura 12: Conteúdo hepático de glicogênio (µmol/g de tecido) dos animais sem tumor 
alimentados com dieta padrão (C), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT), óleo de 
peixe (OP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP), gordura de coco (GC) e óleo 
de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC), e dos animais portadores de tumor 
alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo 
de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) 
e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os dados são apresentados como 
média ± erro padrão da média de 15 animais por grupo. ap<0,001 vs. respectivo controle sem 
tumor, bp<0,05 vs. W, cp<0,01 vs. WGC.  
 
 
 
 Perda da massa corpórea é outro indicativo de instalação do quadro caquético. 
O peso dos animais (g) sem tumor e dos com tumor, no dia da inoculação dos tumores 
e 15 dias depois está apresentado na Tabela 1. 
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Tabela 1: Peso corporal (g), peso tumoral (g), peso da carcaça (g) e mudança de peso (g) dos 
animais sem tumor alimentados com dieta padrão (C), suplementados com óleo de fígado de 
tubarão (FT), óleo de peixe (OP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP), gordura 
de coco (GC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC), e dos portadores de 
tumor antes e após 15 dias da inoculação das células tumorais, alimentados com dieta padrão 
(W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de 
fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os resultados são apresentados como média ± erro 
padrão da média de 15 animais por grupo. 
Grupo Peso do 
animal no 
dia da 
inoculação 
do tumor (g) 
Peso do 
animal 15 
dias após 
inoculação 
do tumor (g) 
Peso do 
tumor (g) 
Peso da 
carcaça (g) 
Mudança de 
peso (g) 
C 324,6±15,5 341,8±15,9 - 341,8±15,9 +17,2±2,1 
FT 316,2±14,7 334,3±14,1 - 334,3±14,1 +18,1±2,5 
OP 316,8±7,8 334,4±7,2 - 334,4±7,2 +17,7±2,1 
FT+OP 331,5±7,0 351,1±7,7 - 351,1±7,7 +19,6±2,3 
GC 318,3±13,4 339,4±13,9 - 339,4±13,9 +21,1±2,8 
FT+GC 316,4±9,2 339,1±9,9 - 339,1±9,9 +22,7±2,4 
W 320,2±18,4 318,6±12,7 17,1±2,3 300,3±13,9 -17,0±2,0 c 
WFT 316,9±7,2 346,7±8,3 11,2±0,7 ab 336,0±9,0 +14,5±1,4 ab 
WOP 317,3±11,6 338,3±8,8 7,3±0,6 abde 331,1±8,7 +15,5±0,9 ab 
WFT+OP 327,0±9,6 349,4±12,6 8,2±0,6 abe 340,9±13,2 a +18,5±1,9 ab 
WGC 345,3±13,1 342,9±12,8 16,4±1,5 324,9±11,4 -22,1±0,4 c 
WFT+GC 335,5±9,6 359,63±9,5 13,8±1,0 344,8±10,4 a +8,8±2,2 abc 
 
a p<0,05 vs. W; b p<0,001 vs. WGC; c p<0,01 vs. respectivo grupo sem tumor; d p<0,01 vs. 
WFT, e p<0,01 vs. WFT+GC. 
 
Nos animais sem tumor, ao final de 15 dias, foi observado ganho de peso ao 
redor de 20 g, independentemente do tipo de dieta fornecido (p>0,05). Nos animais 
com tumor, para averiguação da massa corpórea final, faz-se necessário subtrair o 
peso do tumor da massa corpórea do animal ao final de 15 dias após inoculação das 
células tumorais (peso da carcaça). Este procedimento permitiu observar que nos 
animais alimentados com dieta padrão (W) houve perda de massa corpórea de 17 g, a 
qual foi significativamente diferente quando comparada à dos animais sem tumor 
(p<0,01). A suplementação com óleo de fígado de tubarão (WFT) impediu a perda 
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significativa de massa corpórea observada nos portadores de tumor sem 
suplementação (p<0,05 vs W) e de fato promoveu ganho de 14 g ao final de 15 dias, 
sendo o mesmo observado com a suplementação com óleo de peixe (WOP). A 
associação de ambas as suplementações (WFT+OP) incrementou o ganho de peso 
para 18,5 g. Já a suplementação com gordura de coco induziu à perda de massa 
corpórea ainda maior (22 g) quando comparada à dos animais alimentados com dieta 
padrão sem suplementação (W). A associação da suplementação com gordura de coco 
com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC) permite concluir que óleo de fígado de 
tubarão foi hábil em reverter os efeitos da gordura de coco promovendo ganho de peso 
de quase 9 g (p<0,05 vs. W e WGC). Os resultados referentes à massa tumoral foram 
relatados na Figura 8. 
 De forma concisa, os efeitos das diferentes suplementações sobre os 
parâmetros de caquexia analisados são apresentados no Esquema 1. 
 
Esquema 1: Resumo dos efeitos das diferentes suplementações sobre os parâmetros 
de caquexia provocada pelo tumor de Walker 256, em relação aos animais alimentados 
com dieta padrão (W).  
Caquexia  
Suplemento 
Glicemia 
Triacilglice-
rolemia 
Lactatemia Glicogênio 
Massa 
corpórea 
AUSÊNCIA (grupo W) BAIXA ALTA ALTA BAIXO REDUZIDA 
Óleo de fígado de 
tubarão (WFT) 
Eleva Reduz Reduz Eleva Eleva 
Óleo de peixe (WOP) Eleva Reduz Reduz Eleva Eleva 
Óleo de fígado de 
tubarão + óleo de 
peixe (WFT+OP) 
 
Eleva 
 
Reduz 
 
Reduz 
 
Eleva 
 
Eleva 
Gordura de coco 
(WGC) 
Não 
altera 
Não  
altera 
Não  
altera 
Não  
altera 
Não  
altera 
Óleo de fígado de 
tubarão + gordura de 
coco (WFT+GC) 
Não 
altera 
 
Não  
altera 
 
Reduz 
 
Eleva 
 
Eleva 
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4.3 Capacidade proliferativa das células tumorais 
 
 A capacidade proliferativa, ex vivo, das células do tumor de Walker 256 está 
apresentada na Figura 13.  Após 24 horas de cultivo, a proliferação das células obtidas 
dos animais com tumor alimentados com dieta padrão (W) foi de ~ 600 cpm. Já a das 
células obtidas dos animais suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT) foi de 
~ 400 cpm, a qual foi significativamente menor (1,5 vezes) quando comparada à dos 
animais sem suplementação (p<0,001 vs. W). As células obtidas dos animais 
suplementados com óleo de peixe na dieta (grupo WOP) tiveram capacidade 
proliferativa ainda menor (~250 cpm), sendo 2,4 vezes menor (p<0,001) quando 
comparada à dos animais sem suplementação (W) e 1,6 vezes (p<0,05) em relação à 
dos animais suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT). A associação de 
ambas as suplementações (WFT+OP), não promoveu efeito diferente daquele já 
observado pela suplementação com óleo de peixe isoladamente (~230 cpm). A 
suplementação com gordura de coco promoveu efeito potencializador para a 
capacidade proliferativa ex vivo das células tumorais, a qual foi ~ 800 cpm, sendo 
significativamente maior quando comparada à de todos os grupos experimentais 
(p<0,001). A associação com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC), por sua vez, levou 
a capacidade proliferativa aos valores da suplementação isolada com óleo de fígado de 
tubarão (~ 400 cpm), sendo assim diferente significativamente da do grupo WGC 
(p<0,001), e inferior à do W (p<0,001).  
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Figura 13: Proliferação de células tumorais (cpm) ex vivo, obtidas dos animais alimentados 
com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe 
(WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo 
de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os resultados são apresentados como 
média ± erro padrão da média de 20 animais por grupo. ap<0,001 vs. W, bp<0,001 vs. WGC, 
cp<0,05 vs. WFT. 
 
 
4.4 Mensuração da produção de hidroperóxidos lipídicos no tecido tumoral 
 
 A concentração de lipoperóxidos (nmol/mg de proteína) está apresentada na 
Figura 14. No tecido tumoral dos animais alimentados com dieta padrão (W), a 
concentração de lipoperóxidos foi de 39,2 nmol/mg de proteína ± 3,6. A suplementação 
com óleo de fígado de tubarão (WFT) elevou esta concentração para 63 nmol/mg de 
proteína ± 2,4, a qual foi 1,6 vezes maior quando comparada à obtida do tumor dos 
animais do grupo W (p<0,05). A suplementação com óleo de peixe (WOP), por sua vez, 
induziu à elevada concentração de lipoperóxidos na massa tumoral (129,6 nmol/mg de 
proteína ± 12,9), a qual foi 3,3 vezes maior quando comparada à do grupo W 
(p<0,001), e 2 vezes em relação à do grupo WFT (p<0,01). A associação de ambas as 
suplementações (WFT+OP) não promoveu efeito adicional, sendo similar ao já 
observado com óleo de peixe isoladamente (p>0,05 vs. WOP). No grupo suplementado 
com gordura de coco, a lipoperoxidação foi de 52,3 nmol/mg de proteína ± 7, a qual 
não foi significativamente diferente da observada no tumor dos animais sem 
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suplementação (W, p>0,05). A associação com suplementação com óleo de fígado de 
tubarão (WFT+GC), por sua vez, elevou a peroxidação lipídica da massa tumoral para 
72,1 nmol/mg de proteína ± 5,3, a qual foi 1,8 vezes maior que à encontrada no tumor 
dos animais sem suplementação (p<0,05).  
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Figura 14: Peroxidação lipídica de tecido tumoral (nmol/mg de proteína) obtido dos animais 
alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo 
de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) 
e, óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os resultados estão apresentados 
como média ± erro padrão da média de 8 animais por grupo. a p<0,05 vs. W, b p<0,01 vs. WOP, 
c p<0,05 vs. WFT+OP. 
 
 
4.5 Apoptose de células tumorais 
 
 O número de células tumorais viáveis, apoptóticas e necróticas, expresso em 
percentagem (%), está apresentado na Tabela 2. Nos tumores dos animais 
alimentados com dieta padrão (W), o número de células vivas foi de aproximadamente 
50%, as células em apoptose atingiram 20%, e em necrose, 30%. A suplementação 
com óleo de fígado de tubarão (WFT) reduziu em praticamente 2 vezes o número de 
células viáves, ficando apenas 29% (p<0,05 vs. W). Observou-se uma mudança no 
número de células apoptóticas para 57%, uma elevação perto de 3 vezes em 
comparação ao tumor dos animais alimentados com dieta padrão, e as células em 
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necrose constituíram 13%, representando redução de 2 vezes (p<0,05). Em outras 
palavras, a presença de óleo de fígado de tubarão induziu a morte das células por 
processo apoptótico. A suplementação com óleo de peixe (WOP) induziu a efeito 
similar ao do óleo de fígado de tubarão, contudo foi mais vigoroso. No grupo WOP 
foram encontrados 24% de células viáveis (p<0,05 vs. W), elevação da apoptose para 
69% (p<0,05 vs. WFT), e 8% de necrose (p<0,05 vs. W). A associação de ambas as 
suplementações (WFT+OP) não provocou efeito diferente do já observado com as 
suplementações individualmente (p<0,05 vs. W). A suplementação com gordura de 
coco (WGC) não provocou efeito distinto daquele observado no grupo alimentado com 
dieta padrão (W, p>0,05). A inclusão de suplementação de óleo de fígado de tubarão 
com gordura de coco (WFT+GC) promoveu o mesmo fenômeno observado com a 
suplementação com óleo de fígado de tubarão isoladamente (p<0,05 vs. W). 
 
 
Tabela 2: Percentual de células apoptóticas, necróticas e viáveis, determinado por citometria 
de fluxo, dos tumores dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo 
de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe 
(WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). 
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 5 animais por grupo. 
 
Grupos 
Células apoptóticas 
(%) 
Células necróticas 
(%) 
Células viáveis 
(%) 
W 19,8±2,3 30,6±1,1 49,6±2,7 
WFT 56,9±1,0 ab 12,8±1,2 ab 28,9±1,5 ab 
WOP 68,5±2,9 abc 7,5±0,9 abc 23,7±1,0 abc 
WFT+OP 64,8±0,6 ab 13,5±0,5 ab 21,6±0,7 ab 
WGC 28,9±6,1 27,6±7,3  46,9±2,5 
WFT+GC 62,1±1,3 ab 11,8±1,5 ab 26,2±0,9 ab 
 
a p<0,05 vs. W; b p<0,001 vs. WGC; c p<0,05 vs. WFT 
 
 
 A expressão de proteínas envolvidas no processo de apoptose, nas células de 
tumor de Walker 256, está apresentada nas Figuras 15, 16 e 17. A expressão da 
proteína pró-apoptótica Bax (Figura 15) foi significativamente elevada (3,7 vezes) nas 
células tumorais do grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão (p<0,01 WFT 
vs. W). A suplementação com óleo de peixe induziu a efeito similar (p<0,01 WOP vs. 
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W). A associação de ambas as suplementações não promoveu efeito diferente do já 
induzido individualmente (p<0,01 vs. W).  A suplementação com gordura de coco 
(WGC) não alterou o padrão de expressão da proteína Bax, sendo igual à do grupo W 
(p>0,05), e significativamente diferente (2,5 vezes) quando comparada às demais 
suplementações (p<0,05 vs. WFT, WOP, WFT+OP). A adição da suplementação com 
óleo de fígado de tubarão à gordura de coco (WFT+GC) provocou aumento da 
expressão de Bax similar à do grupo suplementado isoladamente com óleo de fígado 
de tubarão. 
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Figura 15: Expressão da proteína pró-apoptótica Bax (unidades arbitrárias) em tecido tumoral 
dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão 
(WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de 
coco (WGC) e, óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os resultados estão 
apresentados como média ± erro padrão da média de 3 tumores por grupo. a p<0,01 vs. W, b 
p<0,05 vs. WGC. 
 
A expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Figura 16) não foi diferente entre 
os grupos estudados (p>0,05). 
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Figura 16: Expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 (unidades arbitrárias) em tecido tumoral 
dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão 
(WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de 
coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). Os resultados são 
apresentados como média ± erro padrão da média de 3 animais por grupo. 
 
A razão entre a expressão da proteína Bax e Bcl-2 está apresentada na Figura 
17. Esta razão indica a resultante entre duas “forças intracelulares”, pró e anti-
apoptótica. Os grupos suplementados com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de 
peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão+óleo de peixe (WFT+OP) e óleo de fígado de 
tubarão+gordura de coco (WFT+GC) apresentaram maior relação Bax/Bcl-2 que a 
observada para o grupo suplementado apenas com gordura de coco (WGC) (cerca de 
2,7 vezes), e para o grupo não-suplementado (W) (cerca de 3,8 vezes). A 
suplementação isolada com gordura de coco (WGC) promoveu leve aumento na 
relação Bax/Bcl-2 em relação à ausência de suplementação (W), mas esta não foi 
diferente estatisticamente do grupo W. 
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Figura 17: Razão entre a expressão da proteína pró-apoptótica Bax e a anti-apoptótica Bcl-2 
em tecido tumoral dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de 
fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe 
(WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). 
Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 3 animais por grupo. 
a p<0,001 vs. W, b p<0,01 vs. WGC. 
 
Esquema 2: Resumo dos efeitos das diferentes suplementações sobre o crescimento tumoral 
em relação ao grupo alimentado com dieta padrão (W). 
Crescimento tumoral  
Suplementações 
 
Massa 
tumoral 
Proliferação 
de células 
tumorais 
Lipoperoxidação 
em tecido 
tumoral 
Apoptose 
de células 
tumorais 
Óleo de fígado de tubarão 
(WFT) 
Reduz Reduz Eleva Eleva 
Óleo de peixe (WOP) 
 
Reduz Reduz Eleva Eleva 
Óleo de fígado de tubarão + 
óleo de peixe (WFT+OP) 
Reduz Reduz Eleva Eleva 
Gordura de coco (WGC) Não altera Eleva Não altera  Não altera  
 
Óleo de fígado de tubarão 
+gordura de coco (WFT+GC) 
Não altera Reduz Eleva Eleva 
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4.6 Perfil de ácidos graxos dos óleos, ração e tumor 
 
 O perfil de ácidos graxos da ração utilizada na alimentação dos animais, do óleo 
de fígado de tubarão, óleo de peixe e gordura de coco, está apresentado na Tabela 3.  
A ração padrão é rica em ácido graxo da família ômega-6, no caso o ácido linoléico, 
encontrado em 51%, seguido de maior concentração de ácido oléico e palmítico 
(ambos em 20%).  A cápsula de óleo de fígado de tubarão fornecida na suplementação 
apresentou 40% de gordura saturada, 6,5% de ácido palmitoléico, 2,8% de ácido graxo 
da família ômega-6, 28% de ácido oléico representante da família ômega-9, e 18% de 
ácidos da família ômega-3. O óleo de peixe é rica fonte de ácidos graxos da família 
ômega-3, o que pôde ser confirmado na cápsula oferecida na suplementação, a qual 
continha praticamente 40% destes ácidos, especialmente EPA e DHA. A gordura de 
coco é fonte de gordura saturada de origem vegetal, e isto pôde ser confirmado pela 
presença de 88% de ácidos graxos saturados. Em resumo, observa-se que a dieta 
padrão é rica em ácidos graxos ômega-6, a gordura de coco rica em ácidos graxos 
saturados, óleo de peixe rico em ácidos graxos de cadeia longa da família ômega-3, e 
no óleo de fígado de tubarão há presença de ácidos graxos ômega-3 de cadeia longa, 
contudo em concentração 2,3 vezes menor que no óleo de peixe, sendo mais rica em 
gordura saturada na forma de ácido palmítico e gordura poliinsaturada na forma de 
ácido oléico (ômega-9). 
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Tabela 3: Perfil de ácidos graxos (g/100g de ácidos graxos totais), obtido por HPLC, das 
cápsulas de óleo de fígado de tubarão, óleo de peixe, gordura de coco e da ração administrada 
aos animais. Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 3 
mensurações independentes. 
Ácidos graxos 
(g/100g de ácidos graxos 
totais) 
Óleo de 
fígado de 
tubarão 
Óleo de peixe 
Gordura de 
coco 
Ração 
Nuvital®  
(AR-1) 
Láurico (12:0) 1,0±0,05 3,4±0,7 45,3±3,1 - 
Mirístico (14:0) 4,8±0,2 9,8±0,4 17,0±0,9 - 
Palmítico (16:0) 32,6±2,0 25,3±3,0 23,6±4,8 20,7±3,8 
Palmitoléico (16:1n-7) 6,5±0,5 6,5±0,1 - - 
Esteárico (18:0) 1,6±0,07 2,1±0,1 1,9±0,1 2,3±0,04 
Oléico (18:1n-9) 28,2±1,6 10,2±0,9 8,0±0,7 19,5±1,5 
Linoléico (18:2n-6) 1,9±0,4 2,0±0,7 2,8±0,2 51,3±4,2 
Linolênico (18:3n-3) 0,6±0,08 0,7±0,2 - 5,0±0,2 
Araquidônico (20:4n-6) 0,9±0,1 0,9±0,2 - 0,1±0,07 
EPA (20:5n-3) 4,5±0,3 20,2±1,3 1,8±0,2 - 
DHA (22:6n-3) 12,6±1,0 18,8±1,2 - - 
 
  
 O perfil de ácidos graxos obtidos dos tumores está apresentado na Tabela 4. Os 
tumores dos animais alimentados com dieta padrão (W) apresentaram maior 
percentagem de ácidos graxos saturados e poliinsaturados ômega-6 e ômega-9. Pela 
maior presença de ácido graxo linoléico na ração, temos como resultado maior 
percentagem também de ácido araquidônico na massa tumoral.  A suplementação com 
óleo de fígado de tubarão, rico em ácido palmítico e ácido oléico, fez com que 
houvesse também maior presença destes ácidos graxos na massa tumoral, entretanto 
a suplementação foi hábil em diminuir em 2 vezes o perfil de ácido araquidônico 
(p<0,05 vs. W). Por também apresentar na sua constituição, ácidos graxos de cadeia 
longa da família ômega-3, estes também estavam mais elevados quando comparados 
ao grupo W. A suplementação com óleo de peixe, rico em ácidos graxos 
poliinsaturados de cadeia longa da família ômega-3, elevou o conteúdo de EPA nos 
tumores em mais de 2 vezes em relação à WFT, e em 6 vezes em relação ao grupo 
alimentado com dieta padrão (p<0,05), reduzindo significativamente o conteúdo de 
ácido araquidônico em 2 vezes quando comparado ao do grupo WFT, e em 5 vezes em 
relação ao do grupo W (p<0,05). A associação de óleo de fígado de tubarão + óleo de 
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peixe (WFT+OP) provocou efeito similar ao do grupo suplementado com óleo de peixe 
isoladamente. A suplementação com gordura de coco (WGC) não induziu a perfil 
lipídico diferente daquele já observado com a dieta padrão, exceto pelo aumento do 
total de ácidos graxos saturados na massa tumoral (p<0,05 vs. W). A inclusão da 
suplementação com óleo de fígado de tubarão à gordura de coco (WFT+GC) alterou o 
perfil para aquele observado com a suplementação com óleo de fígado de tubarão 
oferecido isoladamente, ou seja, óleo de fígado de tubarão se contrapôs aos efeitos 
isolados da gordura de coco. 
 
Tabela 4: Perfil de ácidos graxos (g/100g de ácidos graxos totais) determinado por HPLC dos 
extratos lipídicos dos tumores dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados 
com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo 
de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco 
(WFT+GC). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 7 animais 
por grupo. 
 
Grupos Ácidos graxos  
(g/100g de ácidos 
graxos totais) W WFT WOP WFT+OP WGC WFT+GC 
Láurico (12:0) 0,4±0,2 0,3±0,09 b 0,4±0,1 b 0,4±0,06 b 1,8±0,3a 1,4±0,5 
Mirístico (14:0) 0,8±0,2 0,8±0,2 b 1,0±0,2 b 1,0±0,2 b 2,4±0,4 a 1,7±0,05 
Palmítico (16:0) 23,4±1,0 26,1±1,7 22,8±1,5 b 26,5±1,5 31,1±2,0a 21,9±0,5b 
Palmitoléico(16:1n-7) 1,3±0,1 1,2±0,2 1,7±0,1 1,6±0,2 1,6±0,2 1,4±0,1 
Esteárico (18:0) 14,3±1,5 14,1±1,6 8,0±0,9 9,1±1,4 12,2±2,4 15,7±1,9 
Oléico (18:1n-9) 23,6±0,3 23,4±0,7 24,8±0,9 25,7±0,9 24,4±1,2 23,3±0,9 
Linoléico (18:2n-6) 20,3±2,8 24,2±1,1 21,8±2,3 22,6±2,5 24,4±2,0 23,0±2,5 
Linolênico (18:3n-3) 0,4±0,1 0,7±0,2 1,0±0,07 a 0,9±0,2 0,6±0,07 0,2±0,05c 
Araquidônico(20:4n-6) 17,2±2,2 8,0±1,5 a 3,5±0,8 ab 3,9±1,4 ab 15,5±2,6 10,0±0,1a 
EPA (20:5n-3) 0,2±0,08 0,5±0,1 1,2±0,2 ab 0,8±0,2 ab 0,1±0,08 0,7±0,3 
DHA (22:6n-3) 1,2±0,1 2,2±0,3 c 4,2±0,7 ab 4,2±0,5 ab 1,4±0,2 2,8±0,2 
 
a p<0,05 vs. W; b p<0,05 vs. WGC; c p<0,05 vs. WOP e WFT+OP 
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4.7 Quantificação de alquilgliceróis presentes na cápsula de óleo de fígado de 
tubarão e nos tumores 
 
 A determinação por GC-MS do perfil de alquilgliceróis presentes na cápsula de 
óleo de fígado de tubarão está representada no cromatograma apresentado na Figura 
18. Os alquilgliceróis mais abundantes foram o octadecenilglicerol (52,4%), seguido 
pelo hexadecilglicerol (17%) e octadecilglicerol (8,4%) (Tabela 5). Os compostos 
heptadecenilglicerol (1,3%), heptadecilglicerol (1%) e os outros alquilgliceróis 
assinalados no cromatograma (*) foram encontrados em menor concentração que os 
três anteriores. A identificação dos alquilgliceróis foi realizada pelos seguintes 
fragmentos: 43, referente ao grupamento acetil; 177, referente ao glicerol; e 159, 
referente ao glicerol acetilado, conforme destacado nos espectros de massa das 
Figuras 19-23. Todos os alquilgliceróis em conjunto constituem 20% dos lipídeos 
presentes no óleo de fígado de tubarão ECOMER®. 
 
 
Figura 18: Cromatograma obtido por GC-MS do óleo de fígado de tubarão submetido às 
etapas de metanólise e acetilação. Galactitol, padrão externo acetilado; hexadecilglicerol, 
alquilglicerol com 16 carbonos e cadeia saturada; octadecenilglicerol, alquilglicerol com 18 
carbonos e uma insaturação; octadecilglicerol, alquilglicerol com 18 carbonos e cadeia 
saturada; C17:0, heptadecilglicerol, alquilglicerol com 17 carbonos e cadeia saturada; C17:1, 
heptadecenilglicerol, alquilglicerol com 17 carbonos e uma insaturação; * outros alquilgliceróis 
identificados. 
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Tabela 5: Porcentagem do total de alquilgliceróis (%) encontrados na cápsula de óleo de 
fígado de tubarão fornecida aos animais, obtida a partir da área de pico de cada composto.  
 
Alquilgliceróis % do total de alquilgliceróis 
Octadecenilglicerol (C18:1) 52,4 
Hexadecilglicerol (C16:0) 17,0 
Octadecilglicerol (C18:0) 8,4 
Heptadecenilglicerol (C17:1) 1,3 
Heptadecilglicerol (C17:0) 1,0 
Outros alquilgliceróis 19,9 
 
 
 
 
 
Figura 19: Espectro de massa do composto hexadecilglicerol acetilado (2,3-O-acetil-1-
hexadecilglicerol) de óleo de fígado de tubarão. Os fragmentos de massa destacados 
correspondem a: fragmento 43, grupamento acetil; fragmento 117, glicerol; fragmento 159, 
glicerol acetilado. 
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Figura 20: Espectro de massa do composto octadecenilglicerol acetilado (2,3-O-acetil-1- 
octadecenilglicerol) de óleo de fígado de tubarão. Os fragmentos de massa destacados 
correspondem a: fragmento 43, grupamento acetil; fragmento 117, glicerol; fragmento 159, 
glicerol acetilado. 
 
 
Figura 21: Espectro de massa do composto octadecilglicerol acetilado (2,3-O-acetil-1- 
octadecilglicerol) de óleo de fígado de tubarão. Os fragmentos de massa destacados 
correspondem a: fragmento 43, grupamento acetil; fragmento 117, glicerol; fragmento 159, 
glicerol acetilado. 
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Figura 22: Espectro de massa do composto heptadecilglicerol acetilado (2,3-O-acetil-1- 
heptadecilglicerol) de óleo de fígado de tubarão. Os fragmentos de massa destacados 
correspondem a: fragmento 43, grupamento acetil; fragmento 117, glicerol; fragmento 159, 
glicerol acetilado. 
 
 
 
Figura 23: Espectro de massa do composto heptadecenilglicerol acetilado (2,3-O-acetil-1- 
heptadecenilglicerol) de óleo de fígado de tubarão. Os fragmentos de massa destacados 
correspondem a: fragmento 43, grupamento acetil; fragmento 117, glicerol; fragmento 159, 
glicerol acetilado. 
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 A concentração de alquilgliceróis presentes nos extratos lipídicos dos tumores, 
expressa em ng/µL e obtida por GC-MS, está apresentada na Tabela 6. O tumor do 
grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão (WFT) apresentou concentração 
de alquilgliceróis significativamente maior que a dos demais grupos (p<0,05). Este 
grupo apresentou 1,6 vezes mais alquilgliceróis (p<0,05) que o grupo alimentado com 
dieta padrão (W), e cerca de 3 vezes maior (p<0,001) que a dos grupos suplementados 
com óleo de peixe (WOP), associação de ambas suplementações (WFT+OP) e gordura 
de coco (WGC). O grupo WFT+GC apresentou 2 vezes menos alquilgliceróis que o 
grupo WFT.  
 
 
Tabela 6: Concentração de alquilgliceróis (ng/µL), determinada por GC-MS, nos extratos 
lipídicos obtidos dos tumores dos animais alimentados com dieta padrão (W), suplementados 
com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo 
de peixe (WFT+OP), gordura de coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco 
(WFT+GC). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 3 tumores 
por grupo. 
 
Grupos Alquilgliceróis 
(ng/µL)  W WFT WOP WFT+OP WGC WFT+GC 
Hexadecilglicerol 
+ 
Octadecilglicerol 
+ 
Octadecenilglicerol 
 
 
1,6±0,2 
 
2,6±0,09a 
 
0,9±0,07 
 
0,7±0,09 
 
0,7±0,1 
 
1,1±0,4 
 
Padrão externo de galactitol, 48 ng/µL por injeção. Hexadecilglicerol, 16 carbonos, cauda 
saturada; Octadecilglicerol, 18C, cauda saturada; Octadecenilglicerol, 18C, cauda insaturada. 
a p<0,05 vs. demais grupos. 
  
 
4.8 Proliferação de linfócitos 
 
 A determinação da proliferação de linfócitos de três órgãos linfóides, timo, 
linfonodo mesentérico e baço, está apresentada nas Tabelas 7, 8 e 9, respectivamente.  
 A proliferação de linfócitos obtidos do timo na ausência e presença do mitógeno 
concanavalina A dos animais sem e com tumor, submetidos às diferentes 
suplementações, está apresentada na Tabela 7. Na ausência de estímulo, em animais 
não portadores de tumor, a proliferação basal dos linfócitos do timo não foi alterada 
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pela suplementação com óleo de fígado de tubarão (p>0,05). Já a suplementação com 
óleo de peixe induziu a uma proliferação significativamente menor (p<0,05 vs. C e FT). 
Interessantemente, a associação de óleo de peixe com óleo de fígado de tubarão 
(FT+OP) provocou redução ainda maior (p<0,05). A suplementação com gordura de 
coco (GC) também provocou redução da proliferação basal, similar a observada no 
grupo OP (p<0,05 vs. C e FT), e a associação com óleo de fígado de tubarão reverteu 
esta inibição (p>0,05 vs. C e FT). Na presença do mitógeno, houve aumento 
significativo da proliferação em todos os grupos, sendo de 8 vezes no controle (C). A 
suplementação com óleo de fígado de tubarão (FT) e óleo de peixe (OP) elevou a 
proliferação em aproximadamente 11 vezes. A associação de ambas as 
suplementações (FT+OP) teve efeito potencializador em que provocou elevação de 21 
vezes. A suplementação com gordura de coco elevou a proliferação em 11 vezes e sua 
associação com óleo de fígado de tubarão (FT+GC) manteve a proliferação em 11 
vezes. Todos estes incrementos foram significantemente maiores quando comparados 
aos seus respectivos pares na ausência de estímulo (p<0,05). Na presença de tumor e 
ausência de estímulo, a suplementação com óleo de fígado de tubarão (WFT), ao 
contrário do observado nos animais sem tumor, reduziu a proliferação basal (p<0,05 vs. 
W). A suplementação com óleo de peixe (WOP) induziu a uma redução ainda maior, 
sendo estatisticamente diferente da encontrada nos animais com tumor alimentados 
com ração padrão (W, p<0,05), e com óleo de fígado de tubarão (WFT, p<0,05). A 
associação de ambas as suplementações não induziu a efeito diferente ao já 
observado pelas duas suplementações isoladas (p<0,05 vs. W). A gordura de coco 
também foi hábil em induzir a redução da proliferação basal linfocitária (p<0,05 vs. W e 
WFT), mas a associação com óleo de fígado de tubarão elevou a proliferação, contudo 
esta não atingiu os valores promovidos pelo óleo de fígado de tubarão isoladamente 
(p<0,05 vs. WFT). Na presença do mitógeno, os linfócitos dos animais portadores de 
tumor do grupo alimentado com dieta padrão (W) tiveram elevação da proliferação em 
2,1 vezes (p<0,05 vs. pareado sem mitógeno). A suplementação com óleo de fígado de 
tubarão provocou elevação de 8,3 vezes, o óleo de peixe em 3 vezes, e a associação 
de ambas, elevação em 11 vezes (p<0,05 vs. pareado sem mitógeno). A gordura de 
coco promoveu aumento da proliferação em 15 vezes e sua associação com óleo de 
fígado de tubarão em 9 vezes (p<0,05 vs. pareado sem mitógeno). Todos os grupos 
apresentaram redução na proliferação quando comparados a seus pares sem tumor 
com mitógeno (p<0,05). 
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Tabela 7: Proliferação de linfócitos do timo, em contagem por minuto (cpm), obtidos de animais 
sem e com tumor, na ausência e presença de concanavalina A, alimentados com dieta padrão 
(C e W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT e WFT), óleo de peixe (OP e 
WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP e WFT+OP), gordura de coco (GC e 
WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC e WFT+GC). 
 
Não portadores de tumor Portadores de tumor  
Grupos 
Sem 
mitógeno 
Com 
mitógeno 
 
Grupos Sem 
mitógeno 
Com mitógeno 
C 301,8±18,3 2434±148,6 a W 332,5±25,6 705,9±84,4 ae 
FT 318,8±20,3 3348±375,7 a  WFT 244,3±13,3 c 2025±102,5 aef  
OP 221,8±3,9 b  2587±373,7 a   WOP 116,5±5,9 cd  335,9±47,7 aef 
FT+OP 159,3±14 b 3289±369,6a  WFT+OP 185,9±17,5 cd 2079±89,5 aef 
GC 210,0±12,3 b 2273±85,5 a  WGC 127,5±14 cd  1898±90 aef 
FT+GC 286,3±38,2  3088±165 a   WFT+GC 144,9±11,4 cd 1354±103,5aef  
 
a p<0,05 vs. pareado sem mitogeno; b p<0,05 vs. C e FT sem mitógeno; c p<0,05 vs. W sem 
mitógeno; d p<0,05 vs.WFT sem mitógeno; e p<0,05 vs. sem tumor com mitógeno; f p<0,05 vs. 
W com mitógeno. 
 
 
 A proliferação de linfócitos do linfonodo mesentérico, na ausência e presença do 
mitógeno concanavalina A, obtidos dos animais sem e com tumor, submetidos às 
diferentes suplementações, está apresentada na Tabela 8. Na ausência de estímulo, 
em animais sem tumor, apenas a suplementação com gordura de coco (GC) induziu à 
redução da proliferação basal (p<0,05 vs. todos os grupos). A associação com óleo de 
fígado de tubarão (FT+GC) aboliu este efeito (p>0,05). A estimulação com mitógeno 
elevou a proliferação dos linfócitos do linfonodo mesentérico em 1,6 vezes nos animais 
alimentados com dieta padrão (C). A suplementação com óleo de fígado de tubarão 
(FT) elevou a proliferação em 6,3 vezes, e não houve efeito da suplementação com 
óleo de peixe (OP), ficando similar à ausência de mitógeno. A associação de óleo de 
fígado de tubarão e óleo de peixe (FT+OP) promoveu aumento da proliferação similar à 
observada para o grupo FT. A suplementação com gordura de coco (GC) elevou a 
proliferação em duas vezes, e a associação com óleo de fígado de tubarão (FT+GC), 
em 4 vezes. Todas estas elevações foram significativamente diferentes quando 
comparadas aos seus pares sem estímulo (p<0,01). Na presença de tumor, no grupo 
suplementado com dieta padrão (W), a proliferação basal foi 2 vezes menor quando 
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comparada à dos animais sem tumor (p<0,05 vs. C). A suplementação com óleo de 
fígado de tubarão (WFT) elevou a proliferação basal em 1,3 vezes (p<0,05 vs. W). 
Contudo foi 1,6 vezes menor (p<0,05) quando comparada à do animal sem tumor 
submetido à mesma dieta (FT). A suplementação com óleo de peixe (WOP) reduziu a 
proliferação basal em 1,4 vezes (p<0,05 vs. W) e em 1,8 vezes quando comparada à 
suplementação com óleo de fígado de tubarão. Quando comparada à proliferação 
basal do seu contraposto sem tumor (OP), a proliferação basal foi 3 vezes menor 
(p<0,05). A associação de óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe (WFT+OP) elevou 
a proliferação em relação ao óleo de peixe suplementado isoladamente, mas não foi 
diferente da dos grupos W e WFT (p>0,05). Tanto a suplementação com gordura de 
coco (WGC) quanto sua associação com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC) não 
modificaram a proliferação basal, sendo similar à do grupo W (p>0,05). O estímulo com 
concanavalina A elevou a proliferação dos linfócitos mesentéricos obtidos dos animais 
alimentados com ração padrão (W) em 3,6 vezes. A suplementação com óleo de fígado 
de tubarão (WFT) em 6 vezes, e com óleo de peixe (WOP) em 4 vezes. A associação 
de ambas as suplementações elevou a proliferação em 8 vezes. A suplementação com 
gordura de coco (WGC) foi a que induziu a menor taxa de proliferação (1,5 vezes), e 
sua associação com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC) promoveu elevação de 2 
vezes. Todas estas elevações foram significativamente diferentes quando comparadas 
aos seus contrapostos na ausência de estímulo (p<0,05). 
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Tabela 8: Proliferação de linfócitos do linfonodo mesentérico, em contagem por minuto (cpm), 
obtidos de animais sem e com tumor, na ausência e presença de concanavalina A, alimentados 
com dieta padrão (C e W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT e WFT), óleo de 
peixe (OP e WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP e WFT+OP), gordura de 
coco (GC e WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC e WFT+GC). 
 
Não portadores de tumor Portadores de tumor (W) 
Grupos 
Sem 
mitógeno 
Com mitógeno 
 
Grupos Sem 
mitógeno 
Com mitógeno 
C 469,2±109,9 756,3±57,6 a W 234,5±31,1 b  838,3±120,5 a  
FT 507±29,1 3225±419,3 a WFT 304,8±3,8 bc  1838±136,2 ade 
OP 503,3±36,3 582,3±26,9  WOP 168,3±11,9 bc 660,6±241,7 a  
FT+OP 446±19,1 3651±216,7 a  WFT+OP 258,9±27,3 b 2074±229,0 ade 
GC 282±31,5 * 562,9±40,1 a  WGC 208,3±5,7 b 321,4±24,8 ade 
FT+GC 403±106 1595±74,7 a  WFT+GC 248,8±8 b 512±37,4 ade 
a p<0,01 vs. pareado sem mitógeno. * p<0,05 vs. todos grupos sem tumor; b p<0,05 vs. pareado 
sem mitógeno sem tumor; c p<0,05 vs.W; d p<0,05 vs. sem tumor com mitógeno; e p<0,05 vs. 
W com mitógeno 
 
 A proliferação de linfócitos do baço, na ausência e presença do mitógeno 
concanavalina A, obtidos dos animais sem e com tumor, submetidos às diferentes 
suplementações está apresentada na Tabela 9. A proliferação basal dos linfócitos do 
baço dos animais sem tumor suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT) foi 1,8 
vezes maior quando comparada à dos linfócitos dos animais alimentados com dieta 
padrão (p<0,05 vs. C). A suplementação com óleo de peixe (OP) por sua vez não 
alterou a taxa de proliferação basal (p>0,05 vs. C), mas foi menor em relação à do FT, 
e na associação de ambas as suplementações prevaleceu o efeito da suplementação 
com óleo de peixe (p>0,05 vs. C). A suplementação com gordura de coco elevou 
significativamente a proliferação basal em 1,6 vezes quando comparada à do controle 
(p<0,05), mas não foi diferente quando comparada às outras duas suplementações 
isoladamente (p>0,05 vs. FT e OP). A associação com a suplementação com óleo de 
fígado de tubarão (FT+GC) manteve a proliferação semelhante à do grupo GC e FT 
(p>0,05). A adição de concanavalina A ao meio de incubação elevou significativamente 
a proliferação em todos os grupos (p<0,05 vs. pareado sem mitógeno), sendo de 18,6 
vezes no controle, 7 vezes no FT, 11,5 vezes no OP, 16,4 vezes no FT+OP, 9,1 vezes 
no GC e de 8 vezes no FT+GC. A presença de tumor fez com que a proliferação basal 
dos linfócitos obtidos dos animais alimentados com ração padrão (W) reduzisse em 1,5 
84 
 
vezes (p<0,05 vs. C sem mitógeno). A suplementação com óleo de fígado de tubarão 
(WFT) elevou a proliferação em 1,5 vezes (p<0,05 vs. W), mas esta foi 1,8 vezes 
menor quando comparada à de seu contraposto sem tumor (p<0,05 vs. sem tumor sem 
mitógeno). A suplementação com óleo de peixe, por sua vez, elevou a proliferação 
basal em 6 vezes (p<0,01) quando comparada à dos animais alimentados com ração 
padrão (W), e em 4 vezes (p<0,05) em relação à dos suplementados com óleo de 
fígado de tubarão (WFT), sendo ainda 3,2 vezes maior que à de seu contraposto sem 
tumor (p<0,05). A associação de ambas as suplementações (WFT+OP) promoveu um 
efeito proliferativo entre o que ocorreu com WFT e WOP, ou seja, elevação de 2,1 
vezes quando comparada à do W (p<0,05) e 1,6 vezes maior quando comparado à do 
grupo sem tumor (p<0,05 vs. FT+OP). A suplementação com gordura de coco (WGC) 
elevou a proliferação em 1,5 vezes quando comparada à do W (p<0,05) e foi 1,5 vezes 
menor quando comparada à do grupo sem tumor (GC). A associação com a 
suplementação com óleo de fígado de tubarão não alterou este cenário, ficando igual 
ao de gordura de coco isolada. Com estímulo de mitógeno, houve aumento da 
capacidade proliferativa dos linfócitos de todos os grupos (~ 8 vezes) em relação à dos 
linfócitos sem estímulo (p<0,05), exceto no grupo WOP onde a proliferação sob 
estímulo foi maior em apenas 1,2 vezes. Quando comparados aos seus contrapostos 
sem tumor, todos os grupos apresentaram redução da proliferação (p<0,05). 
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Tabela 9: Proliferação de linfócitos do baço, em contagem por minuto (cpm), obtidos de 
animais sem e com tumor, na ausência e presença de concanavalina A, alimentados com dieta 
padrão (C e W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT e WFT), óleo de peixe (OP 
e WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP e WFT+OP), gordura de coco (GC 
e WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (FT+GC e WFT+GC). 
 
Não portadores de tumor Portadores de tumor 
Grupos 
Sem 
mitógeno 
Com 
mitógeno 
 
Grupos Sem 
mitógeno 
Com 
mitógeno 
C 170,2±22,5 3167±178,8 a W 112,8±7,8 * 751,1±63,5ab 
FT 303,1±33,1#  2164±273,5 ac WFT 165,2±19,2 *e 1014±35,8 abd 
OP 206,4±13,5  2374±113,5 ac WOP 672,3±18,4*ef 781,2±46,6 ab  
FT+OP 146,9±9,9  2372±228,9 ac WFT+OP 240,6±18,4*e 1205±178,9abd 
GC 267,1±40,8#  2452±192,8 ac WGC 169,5±21,8*e 1611±134,1 abd 
FT+GC 287,6±17,1#  2289±105,8 ac WFT+GC 160,7±17,2*e 1893±90,1 abd 
 
 a p<0,05 vs. pareado sem mitógeno; # p<0,05 vs. C sem mitógeno; * p<0,05 vs. sem tumor sem 
mitógeno; b p<0,05 vs. pareado sem tumor; c p<0,05 vs. C com mitógeno; d p<0,05 vs. W e 
WOP; e p<0,05 vs. W sem mitógeno; fp<0,05 vs. WFT. 
 
 
4.9 Quantificação de linfócitos CD4+ e CD8+ no infiltrado tumoral 
 
 A quantificação de linfócitos CD4+ e CD8+ infiltrados no tecido tumoral está 
apresentada nas Figuras 23 e 24. Os resultados obtidos por imunohistoquímica 
revelam que as diferentes suplementações administradas (grupos WFT, WOP, 
WFT+OP, WGC e WFT+GC) não alteraram significativamente o número de 
marcadores CD4+ no infiltrado tumoral em comparação com a ausência de 
suplementação (p>0,05 vs. W).  
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Figura 24: Marcação positiva para CD4+ no infiltrado tumoral, obtida de animais com tumor, 
alimentados com dieta padrão (C e W), suplementados com óleo de fígado de tubarão (FT e 
WFT), óleo de peixe (OP e WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (FT+OP e 
WFT+OP), gordura de coco (GC e WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco 
(FT+GC e WFT+GC). Os resultados representam a média ± erro padrão da média de 3 animais 
por grupo. 
 
 
Ja a população de linfócitos CD8+ foi modificada pela suplementação com óleo 
de fígado de tubarão (WFT) havendo aumento de 1,5 vezes em relação ao grupo não-
suplementado (p<0,05 vs. W). A suplementação com óleo de peixe, por sua vez, não 
alterou significativamente a população de linfócitos CD8+, nem sua associação com 
óleo de fígado de tubarão (p>0,05 vs. W). A suplementação com gordura de coco 
(WGC) provocou redução de 3,5 vezes (p<0,05) na quantidade de linfócitos CD8+ no 
infiltrado tumoral em comparação com o grupo alimentado com ração padrão (W), bem 
como com as duas suplementações isoladas e suas associações (p<0,05 vs. WFT, 
WOP e WFT+OP). A associação da suplementação de gordura de coco com óleo de 
fígado de tubarão (WFT+GC) reverteu a supressão da quantidade de linfócitos CD8+ 
observada no grupo WGC (p<0,05 vs. WGC). 
  A relação entre linfócitos CD4+/CD8+ (Tabela 10) foi significativamente reduzida 
nos grupos suplementados com óleo de fígado de tubarão, WFT, WFT+OP e WFT+GC, 
em relação ao grupo W (p<0,05). A suplementação isolada com gordura de coco 
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provocou aumento significativo nesta relação quando comparada com os demais 
grupos (p<0,001). 
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Figura 25: Marcação positiva para linfócitos CD8+ (unidades arbitrárias) no infiltrado tumoral, 
obtida de animais com tumor, alimentados com dieta padrão (C e W), suplementados com óleo 
de fígado de tubarão (FT e WFT), óleo de peixe (OP e WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo 
de peixe (FT+OP e WFT+OP), gordura de coco (GC e WGC) e óleo de fígado de tubarão + 
gordura de coco (FT+GC e WFT+GC). Os resultados representam a média ± erro padrão da 
média de 3 animais por grupo. a p<0,05 vs. W, b p<0,05 vs. WGC. 
 
 
Tabela 10: Relação CD4+/CD8+ de linfócitos infiltrados no tumor dos animais portadores de 
tumor alimentados com dieta padrão (W), suplementados com óleo de fígado de tubarão 
(WFT), óleo de peixe (OP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), gordura de 
coco (WGC) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC). 
 
 W WFT WOP WFT+OP WGC WFT+GC 
 
Relação 
CD4+/CD8+ 
 
1,10±0,07 
 
0,78±0,06 ab 
 
0,92±0,09b 
 
0,83±0,06 ab 
 
2,7±0,22 a 
 
0,78±0,04 ab 
 
a p<0,05 vs. W; b p<0,001 vs. WGC. 
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5 DISCUSSÃO 
 
 O papel da dieta no desencadeamento e desenvolvimento do câncer tem sido há 
muito correlacionado. Em adição, tem sido reportado que ao redor de 30 a 40% de 
todos os tipos de câncer podem ser prevenidos por dietas apropriadas, atividade física 
e manutenção de peso corporal adequado. Diferente de outros nutrientes como as 
proteínas, a quantidade e o tipo de gordura na dieta humana variam tremendamente 
dependendo da região e da cultura, e ao longo do tempo esta tem mudado 
significativamente nos países ocidentais. Nestes países tem havido predomínio de 
gordura saturada na dieta, com desbalanço entre o consumo de ácidos graxos ω-6 e ω-
3 (DONALDSON, 2004). 
 A suplementação crônica com diferentes tipos de gordura realizada neste 
trabalho teve como objetivo mimetizar a situação de consumo continuado destes 
lipídeos por um indivíduo, da infância até a vida adulta, e verificar o impacto desta 
suplementação sobre o crescimento de tumor surgido na maturidade e suas 
conseqüências, bem como sobre a atividade linfocitária nesta situação. Para isso, foi 
utilizado modelo animal com tumor de Walker 256, cujas células quando inoculadas 
subcutaneamente formam massa tumoral sólida de crescimento rápido com geração de 
caquexia em duas semanas. 
 Foi observado que o crescimento tumoral nos animais suplementados com óleo 
de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), e óleo de fígado de tubarão + óleo 
de peixe (WFT+OP) foi reduzido significativamente quando comparado ao dos não 
suplementados (W), e que a gordura saturada quando administrada isoladamente 
(WGC) e mesmo em conjunto com óleo de fígado de tubarão (WFT+GC) manteve o 
crescimento tumoral semelhante ao observado para o grupo W (Figura 8). A redução 
de aproximadamente 60% no peso dos tumores de animais suplementados com óleo 
de peixe (WOP), assim como o efeito da gordura saturada de promover o crescimento 
tumoral têm sido verificados em outros trabalhos que utilizaram este mesmo modelo 
experimental (TOGNI et al, 2003; PIZATO et al, 2005; MUND et al, 2007). A 
suplementação crônica com óleo de fígado de tubarão e seu efeito sobre o crescimento 
de tumor de Walker, no entanto, foram avaliados aqui pela primeira vez, e este óleo 
administrado cronicamente na dose de 1g/kg de peso corpóreo mostrou ser hábil em 
reduzir o tamanho dos tumores. Apesar de menos pronunciada que a redução 
provocada pelo óleo de peixe (WOP), a redução do peso dos tumores promovida pelo 
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óleo de fígado de tubarão (WFT) foi de aproximadamente 30% em relação à dos 
tumores de animais não suplementados (W). Quando óleo de fígado de tubarão foi 
associado ao óleo de peixe (WFT+OP), não houve efeito aditivo sobre a redução do 
crescimento tumoral, e os tumores cresceram de forma semelhante àqueles 
encontrados no grupo WOP, indicando que a presença de óleo de peixe na dieta, 
isoladamente ou em associação com outro suplemento, é bastante efetiva na redução 
do tamanho dos tumores, e parece se sobrepor ao efeito produzido pelo óleo de fígado 
de tubarão. Quando óleo de fígado de tubarão foi associado à gordura de coco 
(WFT+GC), o efeito da gordura saturada prevaleceu sobre o efeito do óleo de fígado de 
tubarão, e o crescimento tumoral permaneceu semelhante ao encontrado para o grupo 
controle (W). Os mecanismos pelos quais óleo de peixe e óleo de fígado de tubarão 
reduzem a massa tumoral não são totalmente sabidos. Possivelmente, os principais 
constituintes do óleo de peixe, EPA e DHA, e do óleo de fígado de tubarão, 
alquilgliceróis, que são estruturas predominantemente hidrofóbicas com capacidade de 
se inserirem nas membranas celulares, são assim disponibilizadas para as células 
como substrato para a formação de inúmeras moléculas bioativas (MA et al, 2004; 
KOBAYASHI et al, 2006; RAKOTOMANGA et al, 2004; HECZKOVÁ & SLOTTE, 2006).  
 Vários mecanismos têm sido aventados para o efeito do óleo de peixe em 
reduzir o crescimento tumoral, entre eles, ser capaz de diminuir a capacidade 
proliferativa das células tumorais (KOBAYASHI et al, 2006; HERING et al, 2007), elevar 
a taxa de peroxidação lipídica nestas células (HARDMAN et al, 2002; MUND et al, 
2007), diminuir a produção de eicosanóides dentro do tumor (TAPIERO et al, 2002; 
McENTEE & WHELAN, 2002) e alterar a sinalização intracelular nas células tumorais 
(LIM et al, 2008). Além disso, EPA e DHA, em estudos in vitro e in vivo, foram capazes 
de se inserir em microdomínios de membrana (lipid rafts e cavéolas) e alterar a 
transdução de sinal de diferentes células por provocar o desordenamento dos 
microdomínios com suas caudas longas e flexíveis, e perturbar o arranjo de proteínas 
de membrana nestas regiões. A incorporação de ácidos graxos ω-3 em microdomínios 
de membrana induz deslocamento de proteínas aciladas encontradas normalmente na 
monocamada citosólica da membrana plasmática e/ou inibem a palmitoilação e 
subseqüente localização de proteínas nos microdomínios (MA et al, 2004). Mudanças 
na fluidez da membrana interferem no modo como fatores de crescimento, citocinas e 
hormônios interagem com seus receptores e nos resultantes sinais de transdução 
através de segundos mensageiros (BERQUIN et al, 2008). Portanto, uma vez que EPA 
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e DHA sejam fornecidos ao indivíduo em dose suficiente para sua incorporação na 
membrana de células tumorais, haverá interferência destes ácidos graxos no 
comportamento celular e, conseqüentemente, no seu crescimento. 
 Os alquilgliceróis, por sua vez, inseridos nas membranas celulares na forma de 
fosfolipídeos éteres, servem como substrato para a formação de segundos 
mensageiros com ligação éter na estrutura química, os quais são capazes de interferir 
na atividade de enzimas envolvidas no controle da proliferação e diferenciação celular, 
como a proteína quinase C (PKC) (HEYMANS et al, 1987; PUGLIESE et al, 1998; 
MARIGNY et al, 2002; CONESA-ZAMORA et al, 2005). De acordo com estes autores, 
segundos mensageiros derivados de fosfolipídeos éteres são capazes de inibir a 
atividade de algumas isoenzimas da PKC.  
 A influência de alquilgliceróis sobre a atividade da proteína quinase C foi 
investigada por HEYMANS et al (1987) e ROBINSON et al (1995). Segundo HEYMANS 
et al, moléculas análogas ao diacilglicerol, possuindo ligação éter na posição 1 do 
glicerol, apresentam perda da capacidade de ativar proteína quinase C, enquanto que 
moléculas análogas ao diacilglicerol, com ligação éter na posição 2 do glicerol e ligação 
éster na posição 1, permitem a ativação da proteína quinase C, no entanto de forma 
menos eficiente que a ativação mediada por diacilglicerol. ROBINSON et al 
examinaram os efeitos de alquilgliceróis sintéticos sobre a liberação de ácido 
araquidônico e seus metabólitos em células renais obtidas de cães em resposta a 
estímulo do éster de forbol, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, a fim de caracterizar 
seus efeitos sobre esta via de sinalização celular. De acordo com os autores, o 
tratamento das células com alquilgliceróis com ligação éter nas posições 1 e 3 do 
glicerol provocou potente inibição da liberação de ácido araquidônico, e segundo eles, 
estes resultados seriam devido à capacidade dos alquilgliceróis testados inibirem a 
atividade da proteína quinase C. Estes estudos mostraram o envolvimento dos 
alquilgliceróis em vias de sinalização intracelular, e considerando que eles ocorram 
naturalmente nas células, os resultados sugerem uma potencial função bioregulatória 
destes compostos. 
 O efeito in vitro de alquilgliceróis sobre a permeabilidade de células endoteliais 
de aorta suína à albumina corada foi avaliado por MARIGNY et al (2002). Este estudo 
demonstrou que a incorporação de [3H]-1-O-alquilgliceróis na membrana das células 
endoteliais altera a permeabilidade destas células, e sugere que este efeito poderia ser 
mediado por alteração da sinalização intracelular envolvendo segundos mensageiros 
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lipídicos. Neste estudo, após incubação das células com [3H]-1-O-alquilgliceróis, foi 
detectada produção do análogo da molécula de diacilglicerol, [3H]-1-O-alquil-2-acil-
glicerol, que segundo o estudo mostrou ser um inibidor da proteína quinase C.  
 O éter lipídico sintético denominado edelfosine (ET-18-OCH3, 1-O-octadecil-2-O-
metil-glicero-3-fosfocolina) apresenta efeito anti-tumoral como tem sido demonstrado 
em estudos com células de murinos e de humanos. No entanto, a relação da proteína 
quinase C com estes efeitos não é clara. Segundo CONESA-ZAMORA  et al (2005), 
este éter lipídico apresenta capacidade de ativar ou inibir a proteína quinase C α 
(PKCα) e a proteína quinase C ε (PKCε), dependendo da concentração em que é 
disponibilizado às células. Neste estudo, ET-18-OCH3 foi capaz de ativar a PKCε em 
baixas concentrações e inibir PKCα nas mesmas concentrações. Também foi 
observado que alteração no tipo de ligação na posição 1 do glicerol (éter ou éster) não 
produziu significativas modificações sobre a atividade da PKCα, mas produziu sobre a 
atividade de PKCε.  
 Os trabalhos envolvendo éteres lipídicos e atividade de proteína quinase C 
sugerem que, no mínimo, algumas das propriedades bioativas dos alquilgliceróis e/ou 
lipídeos complexos que possuem ligação éter são devidas aos seus efeitos sobre este 
importante sistema enzimático. As isoenzimas da PKC têm importantes funções na 
regulação do ciclo celular, sobrevivência celular e apoptose. No entanto, como estas 
isoenzimas regulam estes diversos processos celulares permanece apenas 
parcialmente entendido. Estas isoenzimas foram relacionadas com o surgimento e 
progressão de tumores desde que foi identificada sua alta afinidade por ésteres de 
forbol indutores de tumor. Apesar de anos de intensiva investigação sobre a relação 
das isoenzimas de PKC e o câncer, o entendimento do alto nível de complexidade 
desta família de enzimas ainda é um desafio, enquanto que, paradoxalmente, há 
apenas limitado conhecimento sobre os substratos de cada isoenzima específica e sua 
relação com a carcinogênese (GRINER & KAZANIETZ, 2007). Além do envolvimento 
de alquilgliceróis com a regulação de PKC descrito em alguns modelos experimentais, 
recentes estudos com células em cultura sugerem que fosfolipídeos éteres, da mesma 
forma que ácidos graxos ω-3, podem ser acumulados em lipid rafts e agir sobre a 
sinalização celular por afetar a composição de proteínas destes microdomínios 
(HECZKOVÁ & SLOTTE, 2006). 
 Os principais estudos in vivo com alquilgliceróis obtidos de óleo de fígado de 
tubarão foram realizados por BROHULT et al, que demonstraram a capacidade deste 
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óleo em reduzir o crescimento de tumores. A administração profilática de 0,6g/dia de 
alquilgliceróis (preparação obtida do óleo de fígado de tubarão produzida por AB 
Astra®, contendo 85% de alquilgliceróis) durante uma semana antes da radioterapia a 
pacientes portadoras de câncer de colo de útero, durante o tratamento radioterápico e 
ainda durante 1-3 meses após a radioterapia, promoveu redução significativa do 
crescimento tumoral, em comparação com pacientes não suplementadas. Foi 
observada também redução da injúria tecidual em intestino, reto, ureter e bexiga 
normalmente provocada pela radiação externa e intracavitária (BROHULT et al, 1978). 
Este mesmo protocolo de suplementação promoveu redução no número de metástases 
e na mortalidade de pacientes (BROHULT et al, 1986).  
 O óleo de fígado de tubarão apresenta maior concentração de alquilgliceróis que 
à de ácidos graxos poliinsaturados ω-3 (LEWKOWICZ et al, 2006; SZOSTAK & 
SZOSTAK-WEGIEREK, 2006). O efeito sobre crescimento tumoral do óleo de fígado 
de tubarão e de alquilgliceróis isolados deste óleo foram avaliados por PÉDRONO et al 
(2004c). Neste estudo foi verificado que os alquilgliceróis isolados do óleo 
apresentaram a mesma capacidade de redução do crescimento de carcinoma de 
pulmão de Lewis em camundongos que o próprio óleo suplementado por via oral. Este 
resultado sugere que a atividade antitumoral do óleo de fígado de tubarão é 
provavelmente mediada pela presença de alquilgliceróis. 
 O óleo de fígado de tubarão apresenta efeito anti-angiogênico, segundo estudos 
recentes, o que pode contribuir com a redução do crescimento tumoral.  A angiogênese 
é essencial para o crescimento tumoral, invasão e formação de metástases, e 
corresponde à formação de novos vasos sangüíneos a partir de leito vascular existente. 
As próprias células tumorais secretam fatores que estimulam a angiogênese, tais como 
Tumor Angiogenesis Factor (TAF), e Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Para 
iniciar a neovascularização, um tumor precisa adquirir fenótipo denominado 
angiogênico. Este fenótipo pode ser resultado de alteração genética ou ainda resposta 
a estresse local incluindo hipóxia. Oncogenes e genes supressores de tumor que estão 
associados com a transformação celular, também participam do surgimento do fenótipo 
angiogênico. Evidências surgidas de modelos transgênicos sugerem que a aquisição 
deste fenótipo ocorre nas primeiras fases do desenvolvimento tumoral, e que é um 
passo limitante para a progressão do tumor. Sabe-se que novos vasos surgidos como 
resultado destas mudanças fenotípicas são anormais, com extremidades cegas, 
gerando fluxo reverso e intermitente, com pobre entrega de oxigênio para as células 
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tumorais, e induzindo a predominância de metabolismo anaeróbico nestas células 
(FOX et al, 2001). 
 O efeito do óleo de fígado de tubarão sobre a angiogênese cutânea induzida 
por inoculação intradérmica de células tumorais foi avaliado por SKOPINSKA-
ROZEWSKA et al, em 1999. Os pesquisadores mostraram que o óleo de fígado de 
tubarão (Ecomer®) suprimiu a resposta neovascular em ratos inoculados com células 
tumorais humanas de rim e bexiga, além de estimular fortemente o número de 
granulócitos e sua atividade metabólica. PÉDRONO et al (2007) demonstraram que 
alquilgliceróis do óleo de fígado de tubarão radiomarcados com trício na posição 3 do 
glicerol, quando incubados com células endoteliais de aorta de bezerro (Calf Aortic 
Thoracic Endothelial Cells) suprimiram a proliferação endotelial provocada pelo fator de 
crescimento fibroblástico (basic Fibroblast Growth Factor – bFGF) de forma dose e 
tempo-dependente. Esta supressão poderia ser explicada pela interferência dos éteres 
lipídicos incorporados na membrana endotelial sobre a sinalização mediada pela 
enzima fosfolipase D. Sob estímulo de bFGF, houve aumento na produção de 1-O-
alquil-2-O-acil-glicerofosfato (molécula análoga ao ácido fosfatídico gerado pela ação 
da enzima fosfolipase D), e redução considerável de alquil-acil-glicerol (análogo ao 
diacilglicerol gerada pela fosfolipase C), sugerindo que a ativação da enzima 
fosfolipase D por bFGF, e não da fosfolipase C, afeta o metabolismo de fosfolipídeos 
éteres. 
 Esqualamina, um aminoesterol presente no óleo de fígado de tubarão, tem 
demonstrado atividade antiangiogênica em vários modelos experimentais. TEICHER et 
al (1998) demonstraram que esqualamina administrada a ratos Wistar portadores de 
tumor mamário, na dose diária de 40mg/kg peso corpóreo, potencializou o efeito de 
drogas quimioterápicas, contribuindo para a redução do crescimento tumoral. Estudos 
in vitro utilizando células endoteliais de veia umbilical humana e esqualamina 
mostraram a capacidade deste composto de desorganizar a formação de fibras de 
estresse de actina, e reduzir a concentração de moléculas de caderina na membrana 
plasmática endotelial, dois eventos importantes para a angiogênese (WILLIAMS et al, 
2001). Trabalhos sobre as interações da esqualamina com células endoteliais indicam 
que esta molécula se liga à proteína de membrana trocadora de íons Na+/H+, alterando 
subseqüentemente os processos de polimerização da actina, adesão célula-célula e 
migração das células endoteliais por bloquear a ativação de MAP quinases nestas 
células (PIETRAS & WEINBERG, 2005). Em virtude das evidências de sinergia entre 
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esqualamina e agentes quimioterápicos em modelo animal, estudos clínicos 
envolvendo pacientes com câncer avançado e diferentes doses de esqualamina, têm 
sido realizados a fim de se determinar a dose máxima tolerada e caracterizar possíveis 
efeitos colaterais da sua utilização. Esqualamina foi bem tolerada, podendo ser 
administrada em doses tão elevadas quanto às necessárias para se atingir 
concentrações plasmáticas eficazes, conforme descrito em trabalhos com animais 
(BHARGAVA et al, 2001; HAO, et al, 2003). LEWKOWICZ et al (2006) enfatizam que, 
além da esqualamina, esqualeno e os próprios alquilgliceróis apresentam atividade 
antiangiogênica, limitando assim o crescimento tumoral. PÉDRONO et al (2004c) 
demonstraram que o efeito antiangiogênico produzido pela suplementação com óleo de 
fígado de tubarão também é verificado pela suplementação de alquilgliceróis isolados 
do óleo. Embora as concentrações de esqualamina e esqualeno presentes no óleo de 
fígado de tubarão utilizado neste estudo não tenham sido avaliadas, não se pode 
descartar a participação destes compostos na redução do crescimento tumoral 
observada nos animais suplementados com este óleo (grupo WFT).  
 Juntamente com o crescimento tumoral se desenvolve a caquexia, síndrome 
que envolve o metabolismo de vários órgãos e é caracterizada pela perda de peso 
corporal, especialmente de tecido muscular e adiposo (ARGILÉS et al, 2008). Em 
adição a estas alterações metabólicas, a caquexia freqüentemente está associada à 
anorexia, que contribui significativamente para a perda de massa corpórea. No entanto, 
em testes clínicos o estímulo à ingestão de alimentos por orexígenos ou dieta 
supervisionada não foram efetivos para o ganho de peso (MARTIGNONI et al, 2003). 
Estes achados sugerem que evitar a perda de peso provocada pelo câncer pode ser 
mais significativo do que procurar formas para ganho de peso depois do tumor 
instalado.  
 O tumor de Walker permite averiguação do estabelecimento do estado caquético 
pelo acompanhamento de parâmetros bioquímicos como glicemia, triacilglicerolemia, 
lactatemia, concentração de glicogênio hepático, bem como a determinação da massa 
corpórea dos animais (Togni et al, 2003).  Quando comparados aos animais controle 
(C), os animais portadores de tumor alimentados com dieta padrão (W) apresentaram 
redução da glicemia (25%) e da concentração de glicogênio hepático (30%), aumento 
da triacilglicerolemia (88%) e lactatemia (65%), e significativa perda de massa corpórea 
(~17g) após a instalação do tumor (Figuras 9, 10, 11 e 12; Tabela 1). Nossos achados 
corroboram os de Togni et al (2003). 
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 A redução da glicemia em animais com tumor é devida à grande avidez do tumor 
de Walker pela glicose. Isto causa intensa mobilização das reservas de glicogênio e 
também intensa gliconeogênese hepática, ambas as vias com intuito de suprir o 
elevado consumo de glicose pelas células tumorais. Devido ao elevado consumo de 
glicose e ao insuficiente aporte de oxigênio capaz de manter a fosforilação oxidativa 
mitocondrial, as células tumorais produzem elevadas concentrações de lactato. O 
lactato produzido circulante é captado pelas células hepáticas que o convertem em 
glicose pela gliconeogênese, processo este conhecido como ciclo de Cori (TISDALE, 
2005). Em relação às variações na concentração de triacilgliceróis plasmáticos, sabe-
se que citocinas pró-inflamatórias produzidas no indivíduo portador de tumor reduzem a 
atividade da enzima lipoproteína lipase (LPL) nos vasos do tecido adiposo e hepático, 
resultando em hipertriacilglicerolemia (MORLEY et al, 2006). Em adição, Fernandes et 
al (1991) relataram que ratos portadores de tumor de Walker 256 apresentam 
hipoinsulinemia, que também contribui para a não ativação da LPL. 
 Neste trabalho, as suplementações com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo 
de peixe (WOP) e óleo de fígado de tubarão+óleo de peixe (WFT+OP) foram capazes 
de evitar a queda da glicemia e o aumento da triacilglicerolemia, e de manter os seus 
valores próximos àqueles encontrados para os respectivos grupos sem tumor (FT, OP 
e FT+OP). A lactatemia dos grupos WFT, WOP e WFT+OP foi reduzida (cerca de 30%) 
em relação ao grupo com tumor não suplementado (W), e aproximadamente 80% da 
concentração de glicogênio hepático nestes grupos foi mantida quando comparada à 
dos respectivos animais sem tumor (FT, OP e FT+OP). O grupo suplementado com 
gordura de coco (WGC) manteve as concentrações de glicemia, triacilglicerolemia, 
lactatemia e a concentração de glicogênio hepático semelhantes às do grupo não 
suplementado (W), indicando que a gordura saturada na dieta favorece o estado 
caquético. A suplementação com óleo de fígado de tubarão associada à gordura de 
coco para animais portadores de tumor (WFT+GC), apesar de não impedir o 
crescimento tumoral (Figura 1), foi capaz de promover a manutenção das reservas de 
glicogênio hepático e de reduzir a concentração de lactato no plasma, assim como o 
efeito da suplementação isolada com óleo de fígado de tubarão (WFT). No entanto, o 
efeito do óleo de fígado de tubarão não foi capaz de se sobrepor ao da gordura de coco 
na glicemia e triacilglicerolemia.  
 Estudos anteriores demonstraram o efeito da suplementação com óleo de peixe 
sobre a redução da caquexia. A suplementação com óleo de peixe na dose de 1g/kg de 
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peso corpóreo a ratos Wistar durante duas gerações impediu a perda de peso corpóreo 
e a redução da ingestão de alimento, reduziu a lactatemia e a triacilglicerolemia, elevou 
a glicemia, bem como elevou o tempo de sobrevivência dos animais (FOLADOR et al, 
2006).  A suplementação de ratas fêmeas Wistar durante a lactação, e dos filhotes até 
a vida adulta com óleo de peixe na dose de 1g/kg de peso corpóreo, promoveu parcial 
recuperação do conteúdo de glicogênio hepático, e completa reversão das 
concentrações de glicose, lactato e triacilgliceróis plasmáticos, em comparação com 
animais portadores de tumor não suplementados (PINTO Jr et al, 2004). Óleo de peixe 
suplementado a apenas uma geração de ratos Wistar, do desmame até a vida adulta, 
também na dose de 1g/kg de peso corpóreo, provocou os mesmos efeitos anti-
caquéticos sobre conteúdo de glicogênio hepático, glicemia, triacilglicerolemia e 
lactatemia (TOGNI et al, 2003). Quando ácidos graxos ω-3 foram oferecidos na dieta 
juntamente com ácidos graxos ω-6, na proporção de ω-6:ω-3 de 6:1, não foi verificada 
redução do crescimento tumoral em relação ao grupo de animais não suplementados, 
contudo os ácidos graxos ω-3 promoveram redução dos efeitos metabólicos devidos à 
presença do tumor de forma semelhante à observada quando óleo de peixe foi 
suplementado na dose de 1g/kg de peso corpóreo (PIZATO et al, 2005). Em pacientes 
com câncer avançado, o consumo diário de 7,5g de EPA+DHA/dia para 70kg de peso 
corpóreo durante 1 a 2 meses, produziu estabilização ou ganho de peso, e melhora da 
qualidade de vida (BURNS et al, 2004).   Foi relatado que EPA presente no óleo de 
peixe promoveu a redução da expressão tumoral de PIF (proteolysis-inducing factor), 
composto capaz de induzir proteólise muscular através da estimulação da via 
ubiquitina-proteossomo, e reduzir a taxa de síntese protéica nos músculos esqueléticos 
(WHITEHOUSE et al, 2001; ARGILÉS et al, 2005). Apesar de não ter sido realizada a 
dosagem de PIF neste trabalho, o efeito de EPA sobre a expressão deste fator tumoral 
certamente contribuiu para a manutenção do peso corporal dos animais portadores de 
tumor suplementados com óleo de peixe (WOP e WFT+OP). 
 A suplementação de animais com gordura saturada, ao contrário do consumo de 
ácidos graxos ω-3 presentes no óleo de peixe, promove o agravamento do estado 
caquético, o que já foi verificado em modelo experimental utilizando ratos Wistar e 
tumor de Walker 256 (TOGNI et al, 2003; MUND et al, 2007). Deste modo, a 
suplementação com gordura de coco a animais portadores de tumor neste trabalho 
(grupo WGC) foi efetuada com o objetivo de servir como controle positivo para 
crescimento tumoral e caquexia, e um parâmetro de comparação com as demais 
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suplementações. O grupo WFT+GC foi formado para avaliar a capacidade do óleo de 
fígado de tubarão de se contrapor aos conhecidos efeitos da gordura saturada. Como 
mencionado anteriormente, a suplementação com óleo de fígado de tubarão não foi 
capaz de sobrepor ao efeito pró-caquético da gordura de coco em todos os parâmetros 
de caquexia analisados. 
 A redução de cerca de 17g da massa corpórea nos animais portadores de tumor 
não suplementados (W) demonstrou o efeito do hipercatabolismo provocado pela 
presença do tumor. Enquanto o ciclo de Cori é normalmente responsável por 20% do 
turnover de glicose, este ciclo passa a ser responsável por 50% do turnover em um 
indivíduo caquético. A gliconeogênese necessária para converter duas moléculas de 
lactato em uma de glicose induz ao gasto de 6 moléculas de ATP, o que contribui para 
o elevado gasto energético basal de indivíduos caquéticos. Outro mecanismo que eleva 
o gasto energético e influencia na perda de peso envolve a elevada expressão e 
atividade das proteínas desacopladoras mitocondriais (mitochondrial uncoupling 
proteins – UCPs), que translocam prótons através da membrana mitocondrial interna 
em um processo desacoplado da produção de ATP, e como conseqüência a energia é 
perdida na forma de calor (TISDALE, 2005). Além disso, a redução na síntese de 
proteínas e o aumento de degradação protéica nas células musculares esqueléticas 
contribuem de forma marcante para a redução de massa corpórea. A síntese protéica 
nos músculos requer correto balanço de aminoácidos, e o aumento na síntese de 
proteínas de fase aguda no fígado altera este balanço disponibilizando menos 
aminoácidos para os músculos. Ao mesmo tempo, há aumentada atividade e 
expressão da via proteolítica ubiquitina-proteossomo nos músculos esqueléticos de 
indivíduos com acentuada perda de peso (MARTIGNONI et al, 2003; MORLEY et al, 
2006). 
 A suplementação de animais portadores de tumor com óleo de fígado de tubarão 
(WFT), óleo de peixe (WOP) e óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP) 
permitiu que, na presença de tumor, os animais não sofressem perda de massa 
corpórea, mas sim adquirissem peso (~14,5g, 15,5g e 18,5g, respectivamente) (Tabela 
1). Em contraste, animais portadores de tumor suplementados com gordura de coco 
(WGC) apresentaram perda de aproximadamente 22g de massa corpórea. A 
associação de óleo de fígado de tubarão à gordura de coco (WFT+GC) possibilitou 
ganho de peso de carcaça (~9g) mesmo com crescimento tumoral semelhante ao 
observado para os animais não suplementados (W) (Figura 1).  
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 Estes dados que mostram melhoria nos parâmetros sangüíneos, na estocagem 
de glicogênio e na conservação de massa corpórea indicam que óleo de fígado de 
tubarão e óleo de peixe, suplementados isoladamente (grupos WFT e WOP) e em 
associação (grupo WFT+OP), apresentam marcado efeito anti-caquético. Este efeito 
pode ser atribuído, parcialmente, ao menor tamanho dos tumores encontrados nos 
grupos WFT, WOP e WFT+OP (~11,2g, 7,3g e 8,2g, respectivamente), o que geraria 
por conseqüência, menor concentração circulante de fatores produzidos pelo tumor 
como, por exemplo, PIF e LMF, moléculas indutoras de proteólise e lipólise, 
respectivamente. Mas, além disso, é sabido que EPA contribui significativamente para 
a redução na expressão de PIF por tumores (MARTIGNONI et al, 2003; TISDALE, 
2005; ARGILÉS et al, 2005) e para o decréscimo na produção de citocinas pró-
inflamatórias indutoras de caquexia (WU et al, 2004; WHITING et al, 2005; MORLEY et 
al, 2006). De fato, ácidos graxos ω-3 oferecidos na dieta contribuem significativamente 
para a manutenção da massa corpórea, como demonstrado em estudos com animais 
(TOGNI et al, 2003; PIZATO et al, 2005) e humanos (BARBER, 2001; BURNS et al, 
2004). Por outro lado, atribuir somente à redução da massa tumoral o efeito 
anticaquético não é inteiramente verdadeiro. Pizato et al (2005) demonstraram que 
ratos suplementados com diferentes razões de ácidos graxos ω-6:ω-3 mostraram que a 
razão 6:1 foi ineficaz em reduzir a massa tumoral mas foi significativa para reverter os 
sintomas de caquexia, similar ao encontrado neste estudo. Assim, esta observação tem 
que ser considerada com precaução. 
 No caso do óleo de fígado de tubarão a redução da caquexia também parece ser 
devida a outros fatores além da redução do tumor em si. O grupo WFT apresentou 
crescimento tumoral cerca de 30% maior que o promovido nos grupos que receberam 
óleo de peixe (WOP e WFT+OP). No entanto, as concentrações de glicemia, 
triacilglicerolemia, lactatemia, glicogênio hepático e peso de carcaça foram 
semelhantes para estes três grupos (WFT, WOP e WFT+OP). Este fato sugere 
fortemente que os componentes do óleo de fígado de tubarão atuam direta ou 
indiretamente sobre tecido hepático, muscular e/ou adiposo. Considerando que o óleo 
de fígado de tubarão utilizado neste estudo apresenta 20% de alquilgliceróis em sua 
composição lipídica, é possível que o efeito anti caquético observado seja devido a 
estes lipídeos. Porém, não se pode descartar que este efeito seja devido também à 
presença de ácidos graxos ω-3 EPA e DHA presentes neste óleo (0,6%±0,08 de EPA e 
12,6%±1,0 de DHA), mesmo que em menores concentrações que no óleo de peixe 
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(Tabela 3). Enquanto os ácidos graxos EPA e DHA constituem cerca de 40% do óleo 
de peixe, sendo aproximadamente 20,2% EPA e 18,8% DHA (Tabela 3), no óleo de 
fígado de tubarão foi observada concentração 78% menor de EPA e 33% menor de 
DHA que no óleo de peixe.  
 Com relação à composição lipídica do óleo de fígado de tubarão ECOMER®, no 
presente trabalho a concentração de ácidos graxos saturados encontrados por HPLC 
correspondeu a 40%, monoinsaturados 35% e poliinsaturados 21% (Tabela 3). Estes 
resultados estão de acordo com os obtidos por GARCIA et al (2006), que avaliaram a 
composição de ácidos graxos do óleo de fígado de tubarão (produzido a partir de 
tubarões da costa de Cuba) por cromatografia gasosa, encontrando 41% dos ácidos 
graxos saturados, 33% monoinsaturados e 26% poliinsaturados. Apesar de o conteúdo 
lipídico e o perfil de ácidos graxos de espécies marinhas variarem dependendo da 
estação do ano, temperatura da água, composição alimentar, estágio de 
desenvolvimento e gênero do animal (WETHERBEE & NICHOLS, 2000; DAVIDSON & 
CLIFF, 2002; SAIFY et al, 2003; JAYASINGHE et al, 2003; GARCÍA et al, 2006), estes 
dados indicam que a composição do óleo de fígado de tubarão ECOMER® utilizado 
neste estudo apresenta composição de ácidos graxos compatível com a encontrada em 
estudos anteriores. Vários autores encontraram pequenas quantidades de ácidos 
graxos ω-3 na porção lipídica do fígado de tubarões de diferentes espécies, com 
valores em torno de 0,4% a 5,3% de EPA e de 6,5% a 17,5% de DHA (DAVIDSON & 
CLIFF, 2002; SAIFY et al, 2003). Estes dados estão de acordo com o resultado obtido 
neste trabalho, em que a concentração de EPA encontrada no óleo de fígado de 
tubarão ECOMER® foi 4,5% e de DHA, 12,6%. Porém, há relato de ausência destes 
ácidos graxos ω-3 no óleo de fígado de tubarão (PËDRONO et al, 2004c).  
 A porcentagem de alquilgliceróis encontrada neste trabalho para o óleo de 
fígado de tubarão ECOMER® (20% dos lipídeos totais) é consistente com dados 
apresentados por PUGLIESE et al (1998), que afirma que usualmente cápsulas com 
250 a 500 mg de óleo de fígado de tubarão contêm 20% de alquilgliceróis, o que 
significa que há de 50 a 100mg de alquilgliceróis disponíveis em cada cápsula. Outros 
autores encontraram em análise por cromatografia gasosa ou cromatografia líquido-
gasosa, porcentagem semelhante de alquilgliceróis no óleo de fígado de tubarão 
estudado (PÉDRONO et al, 2004c; MITRE et al, 2005), embora haja registro de 
porcentagem menor, cerca de 10% de alquilgliceróis no óleo de fígado de tubarão 
avaliado por BORDIER et al (1996). Do total de alquilgliceróis presentes no óleo de 
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fígado de tubarão, 50 a 60% corresponde ao octadecenilglicerol, alquilglicerol com 18 
carbonos e cadeia insaturada (HALLGREN & LARSSON, 1962; BROHULT et al, 1977; 
PUGLIESE et al, 1998; PÉDRONO et al, 2004c), dado este que está de acordo com o 
obtido neste trabalho (Tabela 5).  
 A redução do crescimento tumoral em um indivíduo pode ser resultado de vários 
fatores, como aumento da taxa de morte celular, aumento da peroxidação lipídica em 
tecido tumoral e também redução da capacidade de divisão de células tumorais, entre 
outras. Com o objetivo de elucidar quais mecanismos participariam no processo de 
redução da massa tumoral, procedemos à identificação dos processos acima 
apontados.  
 Apoptose pode ser definido como um processo de morte celular mediado por 
caspases, que apresenta alterações morfológicas características como condensação 
citoplasmática e nuclear, clivagem de cromatina, formação de corpos apoptóticos, 
manutenção da membrana plasmática intacta, e exposição de moléculas de superfície 
que atuam como alvo para células fagocitárias. A exposição de moléculas de 
fosfatidilserina na monocamada externa da membrana plasmática de células em 
apoptose funciona como marcador molecular para a identificação experimental destas 
células (FINK et al, 2005). 
 Além dos resultados obtidos neste trabalho por citometria de fluxo, onde 
moléculas de fosfatidilserina das células tumorais foram marcadas com anexina-V, a 
avaliação da expressão de proteínas da família Bcl-2 no tecido tumoral foi efetuada. 
Em humanos, 20 membros da família de genes Bcl-2 já foram descritos. Estes genes 
codificam proteínas anti-apoptóticas tais como Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bfl-1 Bcl-W e Boo, 
bem como proteínas pró-apoptóticas tais como Bax, Bak, Bok, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk, 
Bcl-Xs, APR, p193, Blc-G, Nip3 e Nix. A família de proteínas Bcl-2 regula a liberação da 
proteína citocromo c do interior das mitocôndrias, sendo que as pró-apoptóticas 
induzem ou facilitam a liberação desta proteína ativadora de caspase (citocromo c), e 
os membros com atividade anti-apoptótica suprimem a sua liberação. O 
desencadeamento de apoptose via proteínas da família Bcl-2 é conhecido como 
mecanismo intrínseco de morte celular programada. Além disso, a família de proteínas 
Bcl-2 parece controlar a liberação de outras proteínas mitocondriais além do citocromo 
c, como caspases 2, 3 e 9, e apoptosis inducing factor (AIF) (REED, 2000).  
 Apoptose é regulada por uma complicada série de interações entre proteínas da 
família Bcl-2. Estas interações podem ocorrer entre proteínas do mesmo tipo 
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(homotípicas) e entre proteínas diferentes (heterotípicas). Segundo TAN et al (2006), 
as interações dominantes entre proteínas da família Bcl-2 após ativação inicial de 
monômeros Bax por algum fator indutor de apoptose, são interações homotípicas 
Bax/Bax e interações heterotípicas Bax/Bcl-2. Número suficiente de oligômeros 
Bax/Bax na membrana mitocondrial externa promove permeabilização desta membrana 
e liberação de citocromo c, e talvez de outras proteínas pró-apoptóticas da mitocôndria. 
Quando a razão de Bcl-2/Bax é alta na membrana mitocondrial externa, Bcl-2 liga-se à 
Bax impedindo a formação de oligômeros Bax. Quando esta razão é baixa, a 
associação homotípica de proteínas Bax predomina na membrana mitocondrial 
externa, elevando o grau de permeabilização. Portanto, variações na expressão de 
proteínas Bcl-2 e Bax interferem diretamente no desencadeamento do processo 
apoptótico. 
 Os grupos portadores de tumor suplementados (WFT, WOP, WFT+OP, WGC e 
WFT+GC) apresentaram expressão semelhante da proteína anti-apoptótica Bcl-2 no 
tecido tumoral (Figura 16), no entanto a expressão da proteína pró-apoptótica Bax 
variou (Figura 15) dependendo da suplementação, estabelecendo diferentes razões 
entre a concentração de Bax e Bcl-2 nas células (Figura 17). Os grupos suplementados 
com óleo de fígado de tubarão (WFT), óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão 
+ óleo de peixe (WFT+OP) e óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC) 
apresentaram aumento de aproximadamente 3,7 vezes na expressão de Bax, em 
comparação com o grupo não suplementado. A suplementação isolada com gordura de 
coco (grupo WGC) produziu expressão de Bax semelhante à do grupo W. O aumento 
da expressão de Bax no grupo WFT+GC revela que a inclusão de óleo de fígado de 
tubarão na dieta, mesmo com mesma dose de gordura saturada sendo administrada, 
foi capaz de elevar a expressão de Bax, e produzir efeito pró-apoptótico nas células 
tumorais. 
 Os resultados referentes à expressão das proteínas Bax e Bcl-2 corroboram os 
obtidos por citometria de fluxo (Tabela 2). Os grupos WFT, WOP, WFT+OP e WFT+GC 
apresentaram maior percentual de células marcadas com anexina V que o grupo não 
suplementado W (em torno de 3 vezes). O grupo WGC apresentou percentual de 
células apoptóticas, células necróticas e células viáveis semelhante ao observado para 
o grupo controle (W). Portanto, nos grupos W e WGC mais células tumorais 
permaneceram vivas, em comparação com os demais grupos, o que contribuiu para o 
maior tamanho dos tumores (Figura 1). Estes resultados obtidos por citometria de fluxo 
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e por Western Blotting sugerem que a principal via desencadeadora de apoptose das 
células tumorais promovida por óleo de peixe e óleo de fígado de tubarão é intrínseca. 
Para confirmar este hipótese devemos investigar a extrínseca. 
 Vários estudos já demonstraram que o aumento de ácidos graxos ω-3 na dieta 
eleva a taxa de apoptose de células tumorais. KOBAYASHI et al (2006) observaram 
incremento da taxa de apoptose de células tumorais de próstata de camundongos 
suplementados com dieta contendo proporção entre ácidos graxos ω-6 e ω-3 de 1:1, 
durante 8 semanas. LLOR et al (2003) observaram o mesmo comportamento em 
células tumorais de cólon (Caco-2 e HT-29) cultivadas com óleo de peixe emulsionado 
em etanol 95%. Células tumorais de cólon (HT-29) também foram estudadas por CHEN 
& ISTFAN (2000), que incubaram tais células com DHA, e observaram potente ação 
pró-apoptótica deste ácido graxo. Estes pesquisadores relacionaram a elevada 
capacidade do DHA de promover apoptose com o aumento da peroxidação lipídica 
observada nas células tratadas. COLQUHOUN & SCHUMACHER (2001), investigando 
o efeito do cultivo de células de tumor de Walker 256 na presença de EPA complexado 
com soroalbumina bovina (na proporção 0,7:1) por até 72 horas, verificaram aumento 
do número de células tumorais apoptóticas por citometria de fluxo. Em células 
tumorais, DHA promove decréscimo da expressão de iNOS (inducible nitric oxide 
synthase), enzima responsável pela produção de NO. Além de estimular a expressão 
de COX-2, NO prejudica a atividade de caspases e da proteína p53, proteínas estas 
envolvidas na efetuação de apoptose (ROYNETTE et al, 2004). Ácidos graxos ω-3 
também podem alterar a sinalização celular por agir diretamente como ligantes de 
receptores nucleares, incluindo PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors). 
Estes fatores de transcrição nuclear unem-se a ligantes lipídicos para regular a 
expressão gênica, e em conseqüência mediar funções biológicas tais como 
diferenciação e morte celular. DHA presente no óleo de peixe apresentou capacidade 
de induzir apoptose celular através da ativação do receptor PPARγ (BERQUIN et al, 
2008). É sabido também que EPA e DHA induzem o aumento da expressão de Bax 
(MANNA et al, 2008) e a redução da expressão de Bcl-2 (CHEN & ISTFAN, 2000; 
LLOR et al, 2003). No presente trabalho a suplementação isolada com óleo de peixe 
(grupo WOP) não reduziu a expressão de Bcl-2, mas foi capaz de elevar a relação 
Bax/Bcl-2 nas células tumorais.  
 O grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão (WFT) apresentou maior 
percentual de apoptose de células tumorais que o grupo W, como mencionado 
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anteriormente, porém ligeiramente menor que o percentual de apoptose encontrado 
para o grupo suplementado apenas com óleo de peixe (WOP) (Tabela 2).  O efeito da 
suplementação crônica com óleo de fígado de tubarão sobre a morte de células do 
tumor de Walker 256 não tem sido relatado na literatura. Porém, há evidências em 
estudos com outras células tumorais, que éteres lipídicos estimulam a morte celular. 
Em 2004, DUIJSINGS et al demonstraram o efeito citotóxico do fosfolipídeo éter, 
hexadecilfosfocolina, sobre células tumorais de mama de cão, que propiciou rápida 
exposição de fosfatidilserina na monocamada externa da membrana celular, 
caracterizando morte por apoptose. SANDEN et al (2004) também verificaram o 
aumento de células tumorais apoptóticas provocado pela incubação com 
hexadecilfosfocolina em cultura de células de ovário de hamster (K1 e MT58). O 
tratamento de células leucêmicas humanas com o alquil-lisofosfolipídeo, 1-octadecil-2-
metil-rac-glicero-3-fosfocolina, resultou em translocação do receptor Fas para dentro de 
rafts de membrana, o que aparentemente desencadeou a apoptose observada nestas 
células (HECZKOVÁ & SLOTTE, 2006). O mecanismo pelo qual a apoptose é 
desencadeada por éteres lipídicos não é claro, mas pode envolver alterações na 
estrutura da membrana plasmática e de organelas como mitocôndrias, bem como 
interferir na ativação e/ou inativação de enzimas envolvidas em cascatas de transdução 
de sinal (SANDEN et al, 2004). 
 Quando óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe foram associados na 
suplementação (grupo WFT+OP), o percentual de apoptose de células tumorais foi 
semelhante ao encontrado para o grupo WOP. Este fato sugere que a incorporação 
similar de EPA e DHA no tecido tumoral observada nos grupos WOP e WFT+OP 
(Tabela 4) e, conseqüentemente, a mesma disponibilização destes ácidos graxos nas 
células, contribuiu para o semelhante percentual de apoptose encontrado nestes 
grupos por citometria de fluxo. A relação Bax/Bcl-2 também foi similar para os dois 
grupos (Figura 17).  
 A gordura saturada oferecida na dieta gerou, por citometria de fluxo, percentuais 
de células apoptóticas, necróticas e viáveis muito parecidos com os obtidos para o 
grupo não suplementado (W). Este resultado está de acordo com os dados publicados 
por MUND et al (2007) que encontraram nos tumores de ratos suplementados 
cronicamente com gordura de coco, também por citometria de fluxo, percentual 
estatisticamente igual de células apoptóticas em relação ao grupo sem suplementação. 
Quando óleo de fígado de tubarão foi associado à gordura de coco (grupo WFT+GC), 
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prevaleceu o efeito promovido pelo óleo de fígado de tubarão, ou seja, houve aumento 
de apoptose em relação aos animais controle (W).  A relação Bax/Bcl-2 para o grupo 
WGC foi semelhante à do grupo W, e a relação Bax/Bcl-2 para o grupo WFT+GC foi 
semelhante à observada para os grupos WFT, WOP e WFT+OP, resultados estes que 
condizem com os dados de citometria. 
 A capacidade proliferativa ex vivo de células tumorais foi significativamente 
reduzida pela suplementação com óleo de fígado de tubarão (grupo WFT), óleo de 
peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP) e óleo de fígado de 
tubarão + gordura de coco (WFT+GC) em relação ao grupo W (Figura 13). Nos grupos 
que receberam óleo de peixe (WOP e WFT+OP), a proliferação tumoral foi cerca de 2,5 
vezes menor em relação à do grupo W, e em torno de 1,5 vezes menor que a 
proliferação observada no grupo WFT. A redução da capacidade proliferativa de células 
tumorais provocada pelo óleo de peixe e/ou EPA e DHA isolados é conhecida na 
literatura. Uma vez que EPA é capaz de substituir ácido araquidônico nas membranas 
celulares, EPA atua como substrato para as enzimas COX e LOX gerando 
eicosanóides tais como prostaglandinas da série 3 e leucotrienos da série 5, diferentes 
das prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4 produzidos a partir de ácido 
araquidônico, as quais contribuem para a proliferação das células tumorais e formação 
de metástases (ROYNETTE et al, 2004). No presente trabalho, a concentração de EPA 
e DHA encontrada nos tumores dos grupos WOP e WFT+OP (Tabela 4), foi 
aproximadamente 4 vezes maior que a encontrada para o grupo não suplementado 
(W), enquanto que a concentração de ácido araquidônico nos tumores dos grupos 
WOP e WFT+OP foi reduzida em aproximadamente 5 vezes quando comparada 
àquela do grupo W. In vitro, óleo de peixe foi capaz de reduzir a proliferação de células 
tumorais humanas de cólon (LLOR et al, 2003), e in vivo, células de tumor de Walker 
256 também proliferaram menos quando óleo de peixe foi suplementado cronicamente 
(MUND et al, 2007).  
 Assim como discutido anteriormente em relação à apoptose, o grupo que 
recebeu óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP) apresentou redução na 
proliferação similar àquela observada para o grupo WOP. Novamente este fato sugere 
que, uma vez que EPA e DHA foram incorporados em concentrações similares no 
tecido tumoral nos dois grupos ((WOP e WFT+OP), eles são ofertados também em 
concentrações similares para as enzimas intracelulares, provocando o mesmo efeito 
sobre a capacidade proliferativa tumoral (Tabela 4).  
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 O óleo de fígado de tubarão suplementado isoladamente (grupo WFT) promoveu 
redução da proliferação das células de tumor de Walker, ainda que de forma menos 
pronunciada que o óleo de peixe. Estudos in vitro com diferentes linhagens de células 
tumorais demonstraram a capacidade de éteres lipídicos limitarem a proliferação de 
células tumorais. UNGER et al (1987) investigaram o efeito citotóxico do alquil-
lisofosfolipídeo (1-octadecil-2-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) sobre linhagens humanas 
de células leucêmicas (K562, Hl60 e Raji) e linhagem de camundongo (L1210), e 
observaram significativa redução da proliferação celular em pequenas doses. WANG et 
al (1999) observaram que o alquilglicerol metoxilado de 16 carbonos (1-O-2-metóxi-
hexadecilglicerol) encontrado em óleo de fígado de tubarão promoveu aparecimento de 
fenótipo mais benigno ou diferenciado em linhagens de células tumorais humanas de 
cólon (Moser, HT29 e HCT116), e redução da capacidade proliferativa destas células. 
Este mesmo alquilglicerol (1-O-2-metóxi-hexadecilglicerol) foi estudado por 
REYNOLDS et al (2000), em células cancerosas humanas de próstata (linhagens 
LnCap e DU145). Foi observada pronunciada capacidade deste composto de reduzir o 
crescimento dependente de ancoragem das células. 
 As células tumorais proliferaram mais sob estímulo dos ácidos graxos saturados 
presentes na gordura de coco (grupo WGC). Neste grupo, a proliferação foi em torno 
de 1,3 vezes maior que no grupo controle (W) (Figura 13).  De fato, a fase de promoção 
tumoral, caracterizada por elevada proliferação de células transformadas, é estimulada 
por dietas ricas em ácidos graxos saturados (WELSCH, 1992), assim como o risco de 
surgimento de células tumorais é aumentado por estas dietas (RAO et al, 2001; 
THEODORATOU et al, 2007). Por outro lado, há evidências de que dieta rica em 
gordura de coco mantém a proliferação tumoral semelhante à de animais não 
suplementados com esta gordura (MUND et al, 2007). Quando óleo de fígado de 
tubarão foi associado à gordura de coco (grupo WFT+GC), a proliferação das células 
tumorais decresceu significativamente em relação ao grupo WGC, e alcançou valor (em 
cpm) semelhante àquele encontrado para o grupo WFT. Este dado indica que, assim 
como no resultado obtido para percentual de apoptose, quando há inclusão de óleo de 
fígado de tubarão na suplementação em mesma dose que a gordura de coco 
(WFT+GC), prevalece o efeito do óleo de fígado de tubarão.  
 A peroxidação lipídica no tecido tumoral foi elevada pela suplementação isolada 
com óleo de peixe (grupo WOP) e pela suplementação conjunta com óleo de fígado de 
tubarão + óleo de peixe (grupo WFT+OP) em torno de 3 vezes em relação ao grupo 
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não suplementado (W) (Figura 14). Os resultados encontrados para os grupos 
suplementados com óleo de peixe (WOP e WFT+OP) estão em concordância com os 
dados encontrados na literatura. Ácidos graxos ω-3, presentes nos extratos lipídicos 
tumorais destes dois grupos na mesma proporção (Tabela 4) são mais propensos à 
peroxidação lipídica do que ácidos graxos saturados, monoinsaturados ou ácidos 
graxos ω-6, por apresentarem várias ligações duplas carbono-carbono, e uma ligação 
dupla adicional em relação aos ácidos graxos ω-6. É sabido que peróxidos lipídicos 
inibem o crescimento tumoral por elevar a apoptose, contribuindo para o efeito 
antiproliferativo destes compostos (YIN et al, 2007). Ácidos graxos ω-3 incorporados 
em tecido tumoral têm sido relacionados com o aumento na produção de lipoperóxidos 
em vários estudos (YAM et al, 2001; PIZATO et al, 2005; MUND et al, 2007). Segundo 
HARDMAN et al (2002), a suplementação com óleo de peixe também foi capaz de 
reduzir a atividade da enzima glutationa peroxidase em tumor de mama humano 
inoculado em camundongo. Como esta enzima apresenta função de proteger as 
células de danos oxidativos, reduzindo hidroperóxidos lipídicos a alcoóis pela 
simultânea oxidação de glutationa, os ácidos graxos ω-3 da dieta, ao reduzirem a 
atividade da enzima, tornam as células tumorais mais suscetíveis a estresse oxidativo.  
 Os animais suplementados apenas com óleo de fígado de tubarão (grupo WFT) 
apresentaram maior produção de hidroperóxidos lipídicos que o grupo não 
suplementado (W, 1,6 vezes), porém menor que a produção nos grupos 
suplementados com óleo de peixe (WOP e WFT+OP, aproximadamente 2 vezes). Este 
resultado justifica-se pelo fato de que o óleo de fígado de tubarão apresenta menor 
concentração de ácidos graxos ω-3 que o óleo de peixe. De acordo com os dados 
apresentados na Tabela 3, óleo de fígado de tubarão apresenta a metade de ácidos 
graxos poliinsaturados ω-3 que o óleo de peixe (18% e 40%, respectivamente). Nos 
extratos lipídicos tumorais (Tabela 4), os grupos WOP e WFT+OP apresentaram 
aproximadamente o dobro destes ácidos graxos que o grupo WFT. Deste modo, no 
grupo WFT houve menor concentração de hidroperóxidos lipídicos formados 
possivelmente pela menor oferta de substrato para peroxidação. 
 Quando os animais foram suplementados com gordura saturada (grupo WGC), a 
concentração de hidroperóxidos lipídicos produzidos no tumor foi semelhante à 
encontrada no grupo não suplementado (W), e significativamente menor que os outros 
grupos suplementados que receberam na dieta de ácidos graxos poliinsaturados ω-3. A 
suplementação conjunta com óleo de fígado de tubarão + gordura de coco (WFT+GC), 
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reverteu este cenário levando à produção de hidroperóxidos lipídicos na mesma 
concentração observada no grupo WFT.  
 De acordo com o exposto, a capacidade proliferativa das células do tumor de 
Walker no grupo WOP foi 2,4 vezes menor que à do grupo sem suplementação (W), a 
concentração de lipoperóxidos foi 3,3 vezes maior que a concentração encontrada para 
os tumores do grupo W, e a apoptose foi 3,5 vezes maior que para W. O grupo com 
tumor suplementado unicamente com óleo de fígado de tubarão (WFT) também 
apresentou redução da proliferação de células tumorais (1,5 vezes), aumento da 
peroxidação lipídica no tecido tumoral (1,6 vezes) e aumento de apoptose (2,9 vezes) 
em relação ao grupo não suplementado (W) (p<0,05). Seguramente estes efeitos 
provocados pelo óleo de fígado de tubarão contribuíram para a redução do peso 
tumoral encontrado neste grupo (redução de 35% em relação ao grupo W), uma vez 
que as células tumorais multiplicaram-se menos e simultaneamente morreram mais, 
permanecendo menor número de células viáveis na massa tumoral. Em comparação 
com o grupo WOP, porém, a redução da proliferação, e o aumento da peroxidação e de 
apoptose observados no grupo WFT foram menos pronunciados, e nestes três 
parâmetros os valores encontrados para o grupo WOP foram significativamente 
diferentes dos valores obtidos para WFT. Estes dados condizem com a redução no 
peso tumoral encontrada para os dois grupos (WOP, redução de 60% em relação a W; 
WFT, redução de 35% em relação a W). A capacidade da suplementação com óleo de 
fígado de tubarão de reduzir o crescimento tumoral já foi observada em estudo in vivo. 
PÉDRONO et al (2004c) suplementou camundongos portadores de tumor (Lewis lung 
carcinoma) com óleo de fígado de tubarão, porém iniciou a suplementação 8 dias após 
a inoculação das células tumorais, e manteve a suplementação por apenas 10 dias. A 
suplementação crônica de animais com óleo de fígado de tubarão antes da 
implantação do tumor (durante 50 dias), e durante o crescimento tumoral (15 dias), 
bem como a avaliação dos efeitos provocados sobre o crescimento do tumor de Walker 
256 nunca tinham sido antes realizadas. Da mesma forma, suplementação com dose 
de 1g de óleo/kg de peso corpóreo, que representa aproximadamente 0,1% do total de 
gordura ingerida pelo animal, também não havia sido testada. 
 Apesar de vários estudos indicarem a capacidade do óleo de fígado de tubarão 
e/ou seus componentes de reduzir o crescimento de tumores, o mecanismo pelo qual 
este efeito é alcançado ainda não é entendido. Mesmo não sendo o objetivo deste 
trabalho elucidar o mecanismo de ação deste óleo e seus componentes, os resultados 
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obtidos neste trabalho apontam fatores que contribuem para o efeito anti-tumoral em 
tumor de Walker 256: aumento da lipoperoxidação lipídica, aumento da apoptose, e 
redução da capacidade de proliferação das células tumorais.  
 Quando a suplementação com óleo de fígado de tubarão foi associada com óleo 
de peixe (WFT+OP), a peroxidação lipídica no tecido tumoral, a capacidade 
proliferativa e a porcentagem de apoptose de células tumorais assumiram valores 
similares aos obtidos para o grupo suplementado apenas com óleo de peixe (WOP). A 
similaridade entre estes grupos também foi observada nos valores obtidos para peso 
de tumor e nos parâmetros de caquexia analisados, sem haver efeito aditivo das duas 
suplementações. Uma vez que ácidos graxos e alquilgliceróis são capazes de se inserir 
nas bicamadas lipídicas das células (MA et al, 2004; KOBAYASHI et al, 2006; 
RAKOTOMANGA et al, 2004; HECZKOVÁ & SLOTTE, 2006), a ausência de efeito 
aditivo pode ser devida à competição entre estes dois lipídeos pela inserção na 
membrana plasmática das células tumorais, e subseqüentemente pelas mesmas vias 
de sinalização. 
 De acordo com recentes trabalhos, a atividade de enzimas da família proteína 
quinase C pode ser regulada por ácidos graxos ω-3 (ROYNETTE et al, 2004; 
BERQUIN, 2008) e por alquilgliceróis (MARIGNY et al, 2002; CONESA-ZAMORA et al, 
2005). Porém, além deste fato, as concentrações de EPA e DHA, bem como as de 
alquilgliceróis, encontradas no tecido tumoral dos diferentes grupos portadores de 
tumor sugerem que ácidos graxos ω-3 e alquilgliceróis competem pela incorporação na 
membrana das células tumorais, como discutido a seguir.  
 Os animais suplementados isoladamente com óleo de peixe (WOP), e 
conjuntamente com óleo de fígado de tubarão + óleo de peixe (WFT+OP), 
apresentaram maior incorporação de EPA e DHA nos tumores do que o grupo não 
suplementado (W). Este fato indica que o efeito sobre a redução do crescimento 
tumoral nos grupos WOP e WFT+OP realmente pode ser atribuído à presença e 
disponibilidade destes ácidos graxos ω-3 nas células tumorais. As concentrações de 
EPA e DHA nos tumores dos grupos WOP e WFT+OP foram similares, o que sugere 
que a suplementação com óleo de fígado de tubarão no grupo WFT+OP não interferiu 
na incorporação de ácidos graxos ω-3 presentes em grande quantidade no óleo de 
peixe.  A semelhante incorporação de EPA e DHA nos grupos WOP e WFT+OP pode 
explicar parcialmente o resultado similar sobre crescimento tumoral e caquexia 
observada nestes grupos. O grupo suplementado apenas com óleo de fígado de 
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tubarão (WFT) apresentou menor incorporação de EPA nos tumores que o grupo WOP 
(2,4 vezes), e menor concentração de DHA (2 vezes) que a encontrada para os grupos 
WOP e WFT+OP (Tabela 4). No entanto, a redução no peso dos tumores e na 
caquexia encontradas para os grupos WFT, WOP e WFT+OP foram semelhantes, 
sugerindo que os efeitos observados no grupo WFT podem ser atribuídos aos 
alquilgliceróis, detectados em concentração cerca de 3 vezes maior nos tumores do 
grupo WFT do que nos tumores dos grupos WOP e WFT+OP (Tabela 5). Pelo fato de o 
óleo de fígado de tubarão apresentar em sua composição ácidos graxos 
poliinsaturados ω-3, PEDRONO et al (2004c) avaliaram se os efeitos do óleo de fígado 
de tubarão de reduzir crescimento tumoral em camundongos era devido a estes ácidos 
graxos ou aos alquilgliceróis presentes no óleo. Os resultados obtidos revelaram que 
animais suplementados com o óleo e animais suplementados com alquilgliceróis 
isolados do óleo de fígado de tubarão apresentaram a mesma redução tumoral, sendo 
portanto, esta redução atribuída aos alquilgliceróis.  
 A incorporação de ácidos graxos ω-3 (Tabela 4) e de alquilgliceróis (Tabela 5) 
nas células tumorais pode explicar parcialmente o porquê a suplementação conjunta 
com óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe não exerceu efeito aditivo sobre a 
redução do crescimento tumoral e sobre a redução da caquexia. No grupo WFT+OP a 
incorporação nos tumores de EPA e DHA foi similar àquela do grupo WOP, mas a 
incorporação de alquilgliceróis foi menor que àquela do grupo WFT. Os resultados 
mostrados na Tabela 5 sugerem que a incorporação de alquilgliceróis nas células 
tumorais é sobrepujada quando há fornecimento de outra gordura na dieta. A 
concentração de alquilgliceróis observada nos tumores dos grupos WOP, WFT+OP, 
WGC e WFT+GC é menor (em torno de 3 vezes) que a concentração observada no 
grupo suplementado isoladamente com óleo de fígado de tubarão (WFT). Ou seja, 
parece que quando óleo de peixe rico em ácidos graxos ω-3 e óleo de fígado de 
tubarão rico em alquilgliceróis são suplementados em conjunto, os ácidos graxos ω-3 
são preferencialmente incorporados no tecido tumoral, e a incorporação de 
alquilgliceróis são significativas apenas quando óleo de fígado de tubarão é ofertado 
isoladamente na dieta. Esta competição pela incorporação na bicamada lipídica poderia 
explicar por que os efeitos sobre crescimento tumoral observados no grupo WOP e no 
grupo WFT+OP são semelhantes.  
 WOP e WFT+OP também apresentaram maior incorporação de EPA e DHA do 
que o grupo suplementado apenas com gordura de coco (WGC) (p<0,05). Este grupo 
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(WGC), ao contrário, apresentou grande incorporação de ácidos graxos saturados no 
tecido tumoral, o que era esperado uma vez que a gordura de coco oferecida como 
suplemento é composta por aproximadamente 88% destes ácidos graxos (Tabela 3).  
Em relação ao grupo controle (W), os tumores dos animais WGC apresentaram 4,5 
vezes mais ácido láurico, 3 vezes mais ácido mirístico e 1,3 vezes mais ácido palmítico 
(Tabela 4). Tumores do grupo WGC incorporaram mais ácidos graxos saturados no 
tecido tumoral que o grupo W, e apresentaram crescimento tumoral similar ao do grupo 
W. Porém já foi demonstrada a capacidade da gordura saturada da dieta de elevar o 
crescimento tumoral em comparação com dieta contendo menor concentração de 
gordura saturada (MUND et al, 2007). 
 Quando óleo de fígado de tubarão foi associado à suplementação com gordura 
de coco (grupo WFT+GC), foi observada menor incorporação de alquilgliceróis no 
tecido quando comparada à incorporação ocorrida nos tumores do grupo suplementado 
isoladamente com óleo de fígado de tubarão (WFT) (Tabela 5). Em contrapartida, o 
percentual de ácidos graxos saturados encontrados nos tumores do grupo WFT+GC foi 
semelhante ao encontrado para o grupo suplementado isoladamente com gordura de 
coco (WGC) (Tabela 4). Este resultado novamente demonstra a incorporação 
preferencial de ácidos graxos nas membranas celulares do que a incorporação de 
alquilgliceróis, o que parcialmente justifica por que o crescimento tumoral (Figura 8) 
ocorrido no grupo WFT+GC foi semelhante ao encontrado para o grupo WGC. Apesar 
de ter havido menor incorporação de alquilgliceróis nos tumores do grupo WFT+GC 
que nos tumores do grupo WFT, foram observados efeitos sobre a apoptose, 
peroxidação lipídica e proliferação tumoral no grupo WFT+GC semelhantes aos 
encontrados no grupo WFT. Porém, pelos resultados encontrados, parece que a 
presença da gordura de coco na dieta (grupo WFT+GC) atua em outros parâmetros 
que levaram ao crescimento tumoral elevado. 
 Além das alterações metabólicas que a dieta pode provocar em células tumorais, 
células do sistema imunitário podem apresentar diferente comportamento funcional em 
virtude de alterações no tipo e quantidade de lipídeos fornecidos pela dieta. O indicador 
mais utilizado de função linfocitária é a proliferação, ou seja, a habilidade das células 
de se dividirem quando estimuladas (CALDER, 2002). 
 Timo, linfonodos mesentéricos e baço são órgãos linfóides com diferentes 
populações de linfócitos, e que respondem de forma particular a variações nos 
componentes lipídicos da dieta. Os resultados que serão discutidos a seguir revelam 
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estas particularidades, e reforçam a idéia de que o comportamento funcional de 
linfócitos obtidos de um órgão linfóide em particular não pode ser tomado como padrão 
para todas as diferentes populações linfocitárias. 
 O timo é um órgão onde ocorre a diferenciação e a seleção de linfócitos T. O 
desenvolvimento tímico de linfócitos T requer a comunicação constante entre linfócitos 
em amadurecimento e células estromais do timo, e uma dinâmica movimentação dos 
linfócitos em desenvolvimento por entre os diversos microambientes do órgão. Este 
desenvolvimento inclui a entrada de células linfóides progenitoras no timo, a geração 
de linfócitos duplo-positivos (CD4+CD8+) no córtex do órgão, seleção positiva e 
negativa dos linfócitos CD4+CD8+ também no córtex, interação dos linfócitos 
positivamente selecionados com células epiteliais da medula tímica para completar o 
desenvolvimento linfocitário e garantir tolerância ao que é próprio ao organismo, e por 
fim, a exportação de linfócitos T maduros do timo (TAKAHAMA, 2006). Linfonodos 
apresentam várias importantes funções no sistema imunológico. Recrutam grande 
número de linfócitos não-ativados do sangue, coletam antígenos e células dendríticas 
de tecidos periféricos, fornecem o microambiente para a tolerância específica a 
antígenos ou para a expansão clonal necessária para respostas efetoras, modulam as 
características moleculares dos linfócitos permitindo que sejam direcionados para os 
tecidos-alvo contendo o antígeno específico, e finalmente, fornecem o microambiente 
necessário para o “alerta” de linfócitos de memória. Portanto, linfonodos constituem 
uma interface de importância crucial entre componentes celulares do sistema imune 
inato e adaptativo (ANDRIAN & MEMPEL, 2003).   O baço é um órgão que executa a 
eficiente fagocitose de eritrócitos e reciclagem de ferro, a captura e destruição de 
patógenos e a indução de respostas imunes adaptativas. Todas estas funções são 
combinadas no baço através de sua compartimentalização em diferentes regiões que 
não são observadas em outros órgãos linfóides (MEBIUS & KRAAL, 2005). Neste 
trabalho, a capacidade proliferativa ex vivo desta rica população linfocitária foi avaliada, 
após a suplementação crônica com as diferentes gorduras. 
 Em um cenário sem presença de tumor, e sob estímulo de concanavalina A, um 
potente mitógeno ativador de linfócitos T, a suplementação isolada com óleo de fígado 
de tubarão (grupo FT) e a suplementação conjunta com óleo de fígado de tubarão+óleo 
de peixe (grupo FT+OP) promoveram aumento da proliferação linfocitária no timo em 
relação ao respectivo grupo sem mitógeno, e em relação ao grupo controle (C, 1,4 
vezes). O grupo suplementado apenas com óleo de peixe (OP) apresentou proliferação 
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similar à do controle (C). Nos linfonodos mesentéricos, a suplementação com óleo de 
fígado de tubarão (grupo FT) promoveu aumento ainda mais significativo na 
proliferação linfocitária em relação ao grupo não suplementado (C), cerca de 4 vezes, e 
o grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão +óleo de peixe (grupo FT+OP) 
também provocou este comportamento, elevando a proliferação em 5 vezes. Ambos os 
grupos (FT e FT+OP) apresentaram elevação da proliferação em relação aos grupos 
contrapostos sem mitógeno de forma semelhante (~6 vezes), enquanto óleo de peixe 
(grupo OP) promoveu proliferação semelhante em relação ao contraposto sem 
mitógeno. A suplementação isolada com óleo de peixe (grupo OP), assim como no 
timo, não induziu aumento na capacidade proliferativa, mantendo-a similar à do grupo 
controle (C). No baço o comportamento linfocitário frente às suplementações foi 
diferente do observado em timo e linfonodos mesentéricos. Todas as suplementações 
(grupos FT, OP, FT+OP, GC e FT+GC) reduziram a capacidade proliferativa dos 
linfócitos em comparação com a ausência de suplementação (grupo C). 
 O estímulo à proliferação linfocitária provocada pela suplementação crônica com 
óleo de fígado de tubarão observado em timo e linfonodos mesentéricos, mesmo sem 
presença de tumor, nunca tinha sido demonstrado anteriormente. No entanto, esta 
ação do óleo de fígado de tubarão sobre linfócitos era esperada, uma vez que a 
literatura é generosa em demonstrar sua capacidade imunoestimulatória. BOERYD et 
al (1978) demonstraram a capacidade de éteres de glicerol oferecidos na dieta de 
estimular a atividade de linfócitos contra células de ovelha inoculadas em camundongo. 
Há relatos sobre a capacidade de alquilgliceróis, que são encontrados em significativa 
concentração em óleo de fígado de tubarão, de elevar os níveis plasmáticos de IgG e 
IgM em filhotes de ratos amamentados por mãe suplementada com alquilgliceróis 
sintéticos (OH et al, 1994). MITRE et al (2004), ao suplementar fêmeas de suíno 
durante a gestação e lactação com óleo de fígado de tubarão observaram aumento na 
concentração de IgG nas secreções mamárias (colostro e leite), bem como aumento no 
número de leucócitos e IgG no sangue periférico dos filhotes, indicando que neles 
houve melhora da imunidade passiva e ativa. PÉDRONO et al (2004b) demonstraram a 
capacidade de uma mistura de alquilgliceróis extraídos de óleo de fígado de tubarão 
modular a permeabilidade de canais de Ca++ na membrana de linfócitos humanos in 
vitro, elevando o influxo de Ca++. O aumento nas concentrações de Ca++ citosólico está 
envolvido com o desencadeamento de sinal necessário para a ativação linfocitária. 
Também pesquisando o efeito sobre concentração de Ca++ intracelular, GROSMAN 
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(2001) observou que quando incubados com membranas de leucócitos coletados das 
cavidades abdominal e torácica de ratos Wistar, dos quais 80% eram linfócitos, éteres 
fosfolipídicos foram capazes de inibir a atividade da enzima Ca++-ATPase e com isso 
elevar a concentração de Ca++ intracelular. Em estudo clássico desenvolvido por 
BROHULT (1962) com pacientes sofrendo de leucopenia causada por irradiação, a 
administração de óleo de fígado de tubarão na dose de 1 a 2g/dia durante o tratamento 
radioterápico, promoveu aumento da contagem de leucócitos plasmáticos em 75% dos 
pacientes envolvidos no estudo. YAMAMOTO & NGWENYA (1987) demonstraram a 
capacidade de éteres lipídicos estimularem macrófagos in vitro, e em 1990, HOMMA & 
YAMAMOTO também verificaram a ativação macrofágica mediada por alquilglicerol 
sintético. Segundo LEWKOWICZ et al (2006), óleo de fígado de tubarão é capaz de 
elevar a apresentação de antígeno e induzir resposta inflamatória. Apesar de vários 
estudos indicarem a capacidade imunoestimulatória de éteres lipídicos, não há 
definição sobre o mecanismo envolvido neste processo. No entanto, é sabido que a 
ativação de linfócitos T depende da fosforilação de resíduos de tirosina localizados em 
seqüências especiais de aminoácidos denominadas ITAMs (immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs). Os ITAMs, em linfócitos T, são encontrados no complexo 
protéico de membrana CD3, e nas cadeias de proteínas ζ do TCR (T-cell receptor), 
também de membrana (WEISS & CAMBIER, 2004). Algumas proteínas chave para a 
ativação linfocitária, tais como tirosina quinase lck e a molécula sinalizadora LAT (linker 
of activated T cells) ficam retidas em lipid rafts, enquanto outras incluindo ZAP70 e 
fosfolipase C-γ1 são translocadas para rafts após estimulação do receptor de linfócito T 
(CALDER, 2007). Apesar da concentração de alquilgliceróis presentes na membrana 
de linfócitos dos diferentes órgãos linfóides não terem sido quantificados neste 
trabalho, sabe-se que éteres lipídicos fornecidos na dieta são capazes de se inserir nas 
membranas celulares e alterar a composição e disposição dos rafts lipídicos 
(HECZKOVÁ & SLOTTE, 2006). Assim, alquilgliceróis presentes no óleo de fígado de 
tubarão poderiam interferir positivamente na atividade destas proteínas de membrana 
importantes para a ativação dos linfócitos.   
 O fato de linfócitos do baço de animais sem tumor estimulados com ConA não 
terem apresentado elevação da capacidade proliferativa pela suplementação crônica 
com óleo de fígado de tubarão em relação ao controle (C) pode ser devido ao fato de 
que o baço é um órgão linfóide muito mais rico em linfócitos B que em linfócitos T, e a 
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estimulação no ensaio ex vivo deste trabalho foi promovida por concanavalina A, 
lectina capaz de se ligar especificamente em linfócitos T. 
 A manutenção ou mesmo redução da capacidade proliferativa dos linfócitos de 
timo e linfonodos mesentéricos induzida pela suplementação com óleo de peixe (grupo 
OP), em relação à ausência de suplementação (grupo C), também foi demonstrada por 
PIZATO et al (2006). De fato, óleo de peixe oferecido como suplemento eleva a 
concentração de ácidos graxos ω-3 nos fosfolipídeos de membrana de células de 
defesa, e proporcionalmente reduz a concentração de ácido araquidônico normalmente 
abundante nestas células em indivíduos com alimentação típica do Ocidente. Esta 
mudança na composição de ácidos graxos altera propriedades físicas da membrana 
(fluidez e estrutura dos rafts), afeta vias de sinalização celular por modificar a 
expressão ou atividade de receptores de membrana ou modificar sinais de transdução 
intracelulares, e ainda altera o tipo de eicosanóides produzidos. Todos estes 
mecanismos de ação dos ácidos graxos ω-3 influenciam na função imunitária e, 
conseqüentemente, modificam a resposta do sistema imunitário (CALDER, 2007). Lipid 
rafts são encontrados em grandes quantidades em linfócitos T, e muitas proteínas 
envolvidas na sinalização destas células, tais como proteínas tirosina-quinases da 
família Src e LAT (linker for activation of T-cells) citadas anteriormente, estão aciladas e 
concentradas em rafts. Ë sabido que proteínas aciladas que estão ancoradas à 
monocamada interna da membrana plasmática são deslocadas dos rafts quando 
linfócitos T são tratados com ácidos graxos ω-3. Já foi observado que estes ácidos 
graxos decrescem o conteúdo de esfingolipídeos nos rafts e alteram sua composição 
de ácidos graxos prejudicando a resposta imunitária, uma vez que há fortes evidências 
de que a integridade dos lipid rafts é um pré-requisito para a ativação dos linfócitos T 
via TCR (T cell receptor).  Além disso, DHA e EPA pioram a atividade da via de 
sinalização estimulada por IL-2, por deslocar o receptor para esta interleucina (IL-2R) 
dos rafts lipídicos. Isto pode explicar, parcialmente, o efeito supressivo dos ácidos 
graxos ω-3 sobre a função linfocitária, uma vez que IL-2 é estimulante da proliferação 
de linfócitos T (MARTINS DE LIMA et al, 2007). Também há indícios de que a 
suplementação com óleo de peixe resulta em decréscimo na expressão de MHCII por 
células dendríticas, o que foi associado com a diminuída capacidade de apresentação 
de antígeno para linfócitos T (CALDER, 2007). Outro possível mecanismo pelo qual 
ácidos graxos ω-3 alteram a proliferação de linfócitos T envolve a produção de 
eicosanóides. Eicosanóides regulam a proliferação linfocitária, por isso o aumento na 
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produção de eicosanóides derivados do EPA poderia afetar esta proliferação. 
Eicosanóides produzidos a partir de EPA são considerados biologicamente menos 
potentes que os análogos produzidos a partir de ácido araquidônico (CALDER 2002). 
 Tanto no timo como nos linfonodos mesentéricos, a suplementação com gordura 
de coco (grupo GC) provocou decréscimo da capacidade proliferativa de linfócitos 
estimulados com ConA em relação aos grupos suplementados com óleo de fígado de 
tubarão, FT e FT+OP. No timo, o grupo GC apresentou proliferação semelhante à do 
grupo controle (C), e nos linfonodos mesentéricos apresentou redução da proliferação. 
De fato, estudos in vitro e in vivo com animais alimentados com gordura saturada 
sugerem que ácidos graxos saturados apresentam limitado impacto sobre a 
proliferação linfocitária (CALDER, 2002). 
 Quando óleo de fígado de tubarão foi adicionado à suplementação com gordura 
de coco (grupo FT+GC), os linfócitos obtidos dos linfonodos mesentéricos e do timo 
recuperaram sua capacidade proliferativa estimulada por mitógeno em comparação 
com o grupo suplementado isoladamente com gordura de coco (GC), indicando que o 
efeito do óleo de fígado de tubarão é capaz de se sobrepor ao da gordura saturada em 
linfócitos destes órgãos. 
 Em animais portadores de tumor, linfócitos estimulados com mitógeno oriundos 
dos linfonodos mesentéricos do grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão 
(WFT) proliferaram 2 vezes mais que os linfócitos de animais não suplementados 
(grupo W), e 6 vezes mais que o respectivo grupo sem mitógeno. No timo, o aumento 
na capacidade proliferativa foi de quase 3 vezes no grupo WFT em relação ao grupo 
W, de 8 vezes em relação ao respectivo grupo sem mitógeno. O grupo suplementado 
com óleo de fígado de tubarão+óleo de peixe (WFT+OP), apresentou elevação da 
capacidade proliferativa de linfócitos dos linfonodos mesentéricos em relação ao grupo 
não suplementado (W) de 2,5 vezes, e elevação também na proliferação de linfócitos 
do timo (3 vezes). No baço os grupos WFT e WFT+OP apresentaram elevação na 
proliferação linfocitária de aproximadamente 1,5 vezes em relação ao grupo W. 
Portanto, havendo ou não desafio tumoral, a suplementação com óleo de fígado de 
tubarão, isolada (grupos FT e WFT) ou em associação com óleo de peixe (grupos 
FT+OP e WFT+OP), promoveu elevação da proliferação de linfócitos de linfonodos e 
timo em relação à ausência de suplementação (grupos C e W, respectivamente).  
 A suplementação isolada com óleo de peixe em animais com tumor (grupo 
WOP), sob estímulo de mitógeno, promoveu o mesmo efeito visto em animais sem 
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tumor (OP). Linfócitos de linfonodos mesentéricos e de timo proliferaram de forma 
semelhante à observada para o grupo não suplementado (W), e em menor intensidade 
que nos grupos WFT e WFT+OP. Novamente, a influência dos ácidos graxos ω-3 sobre 
a estrutura de rafts lipídicos, sobre a sinalização intracelular e sobre os tipos de 
eicosanóides produzidos nos linfócitos pode explicar esta redução da capacidade 
proliferativa.  
 A gordura de coco ofertada a animais com tumor (grupo WGC) provocou 
estimulação dos linfócitos de linfonodo mesentérico de forma menos intensa que a 
ausência de suplementação (grupo W), da mesma forma que, na ausência de tumor, o 
grupo GC apresentou proliferação inferior àquela do grupo sem suplementação (C). No 
timo e com presença de tumor, ao contrário, a suplementação com gordura de coco 
(grupo WGC) provocou estímulo à proliferação linfocitária em relação ao grupo não 
suplementado (W). No baço, a proliferação também foi maior em linfócitos de animais 
portadores de tumor suplementados com gordura de coco (grupo WGC) estimulados 
com mitógeno quando comparada à proliferação de animais dos grupos W, WOP e 
WFT. O diferente comportamento de linfócitos de linfonodo mesentérico, timo e baço 
frente à suplementação com gordura saturada revela claramente como distintas 
populações linfocitárias podem responder de forma particular a um estímulo. WANG et 
al (2000) avaliou a capacidade proliferativa de linfócitos T de baço de aves 
suplementadas cronicamente com gordura saturada e encontrou aumento da 
capacidade proliferativa nestes linfócitos em relação aos animais não suplementados.  
 Tanto em timo quanto em linfonodos mesentéricos e em baço, a associação de 
óleo de fígado de tubarão com gordura de coco (grupo WFT+GC) não provocou 
considerável alteração no padrão de proliferação linfocitária em relação ao grupo 
suplementado exclusivamente com gordura de coco (grupo WGC). Este 
comportamento linfocitário foi diferente do observado em animais sem tumor, em timo e 
linfonodos mesentéricos, onde a gordura saturada provocou redução da proliferação, e 
a associação com óleo de fígado de tubarão foi capaz de reverter o quadro. Isto 
significa que a presença de tumor, além das alterações na dieta, interfere 
significativamente na função linfocitária.  
 Linfócitos de timo e linfonodos mesentéricos cultivados sem estímulo de 
mitógeno, tanto em animais sem tumor quanto em animais com tumor, não proliferaram 
mais em animais suplementados com óleo de fígado de tubarão (grupos FT, FT+OP, 
WFT e WFT+OP) em relação ao controle (grupo C e W), como visto em linfócitos 
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estimulados com mitógeno. Isto indica que a ligação de um estimulador (neste caso, 
concanavalina A) no receptor do linfócito T (SITKOVSKY et al, 1984) é importante para 
que o efeito da suplementação com óleo de fígado de tubarão seja verificado, ou seja, 
os éteres lipídicos podem estar influenciando a conformação da membrana plasmática 
e a transmissão do sinal de ativação linfocitária. A suplementação isolada com óleo de 
peixe (grupos OP e WOP), em linfócitos de linfonodos mesentéricos provocou 
manutenção da capacidade proliferativa em relação à ausência de suplementação, e 
em linfócitos de timo provocou redução da proliferação. A suplementação isolada com 
gordura de coco (grupos GC e WGC) promoveu redução da capacidade proliferativa 
em timo e linfonodos mesentéricos, e a adição de óleo de fígado de tubarão (grupos 
FT+GC e WFT+GC) não provocou elevação da capacidade proliferativa. 
 No baço, a resposta dos linfócitos sem estímulo de mitógeno foi diferente da 
encontrada em timo e linfonodos. Sem mitógeno, linfócitos de animais sem tumor 
suplementados com óleo de fígado de tubarão (grupos FT) apresentaram proliferação 
maior que o grupo C, enquanto em animais com tumor, linfócitos de animais 
suplementados com óleo de peixe (grupo WOP) foram os que mais proliferaram. Estas 
diferenças encontradas na proliferação de linfócitos do baço em relação a linfócitos dos 
outros dois órgãos linfóides podem ser devidas às diferenças no microambiente celular 
encontrado neste órgão (MEBIUS & KRAAL, 2005).   
 Comparando-se a capacidade proliferativa de linfócitos, estimulados ou não com 
mitógeno, de animais com tumor e a de animais sem tumor, nos três órgãos linfóides 
estudados, é possível observar que, de forma geral, houve redução nos valores 
numéricos de proliferação nos animais portadores de tumor em relação aos não 
portadores de tumor. Esta redução pode ser explicada pelo fato de que o tumor secreta 
fatores solúveis capazes de influenciar a resposta imunitária. TGFβ e IL-10 são 
mediadores secretados tanto por células de defesa infiltradas no tumor quanto pelas 
próprias células tumorais, e fazem parte da resposta imunitária do tipo Th2, ou seja, 
promovem redução da intensidade da resposta imunitária. Estes mediadores e suas 
funções inibitórias de crescimento possivelmente agem em fases iniciais da 
tumorigênese a fim de limitar o crescimento tumoral. Entretanto, as células tumorais 
tornam-se resistentes às atividades destes mediadores e o processo de crescimento 
tumoral progride, enquanto as células de defesa infiltradas no tumor não deflagram 
resposta aguda do tipo Th1, capaz de eliminar células tumorais (MALMBERG, 2004; 
BEN-BARUCH, 2006; TAN & COUSSENS, 2007). Da mesma forma, espécies reativas 
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de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs), que são produzidas por células fagocíticas 
e também por linfócitos, apresentam atividade antitumoral provocando citólise e 
interrupção do ciclo celular de células tumorais, no entanto, NO e H2O2 por exemplo, 
promovem imunosupressão. NO inibe proliferação de linfócitos T e B, diminui 
expressão de moléculas de adesão por estas células e diminui a expressão de 
moléculas de MHCII em células apresentadoras de antígeno. H2O2 prejudica a ativação 
de linfócitos T e de células NK, e promove redução da produção de citocinas Th1 
(BEN-BARUCH, 2006). Estes efeitos inibitórios poderiam afetar a capacidade 
proliferativa de linfócitos de órgãos linfóides periféricos.   
 Neste sentido, estudo desenvolvido por LEWKOWICZ et al (2005 e 2006), em 
humanos, demonstrou que a suplementação com óleo de fígado de tubarão por quatro 
semanas foi capaz de aumentar a produção de citocinas do tipo Th1 tais como IFN-γ, 
TNF-α e IL-2 por células mononucleares do sangue. Este dado indica outro efeito 
positivo do óleo de fígado de tubarão, uma vez que a resposta imunitária do tipo Th1 é 
requerida para a eliminação de células tumorais. Apesar de este estudo ter mensurado 
citocinas produzidas por células de defesa circulantes, é possível que a suplementação 
com óleo de fígado de tubarão também promova este efeito em células de defesa de 
órgãos linfóides periféricos e infiltradas no tumor. 
 Enquanto o comportamento linfocitário de órgãos periféricos mediante as 
diferentes suplementações e à presença ou não de tumor foi avaliado de acordo com 
sua capacidade de proliferação, linfócitos infiltrados no tecido tumoral foram avaliados 
quanto à expressão de marcadores de superfície, CD4+ e CD8+. Os resultados obtidos 
por imunohistoquímica de linfócitos infiltrados no tecido tumoral, apresentados nas 
Figuras 23 e 24, mostram variações entre os grupos apenas para a marcação de 
linfócitos CD8+.  
 A marcação positiva para linfócitos CD4+ foi similar entre os diferentes grupos de 
animais portadores de tumor. No entanto, a marcação positiva para linfócitos CD8+ foi 
mais intensa nos tumores do grupo suplementado com óleo de fígado de tubarão 
(WFT) em relação ao grupo não suplementado (W), em torno de 1,5 vezes. O grupo 
suplementado com óleo de peixe (WOP), óleo de fígado de tubarão+óleo de peixe 
(WFT+OP) e óleo de fígado de tubarão+gordura de coco (WFT+GC) apresentaram 
marcação positiva para CD8+ semelhante à encontrada para o grupo W. E o grupo 
suplementado apenas com gordura de coco (WGC) apresentou marcação positiva 
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CD8+ inferior à de todos os demais grupos, sendo 5 vezes menor que a marcação 
encontrada para o grupo WFT, e 3,5 vezes menor que a observada para o grupo W. 
 Não há relatos na literatura que mostrem a quantificação de marcadores CD4+ e 
CD8+ em linfócitos infiltrados em tumor de Walker 256. Entretanto, em linfócitos de 
órgãos linfóides periféricos (timo e linfonodos mesentéricos) de animais suplementados 
com óleo de peixe, a quantificação destes marcadores foi realizada por citometria de 
fluxo (PIZATO et al 2006). Neste estudo, a suplementação crônica com 1g/kg de peso 
corpóreo de óleo de peixe resultou em aumento na proporção de células CD4+ no timo 
e nos linfonodos mesentéricos de animais portadores de tumor, bem como em aumento 
na proporção de células CD8+ no timo de animais portadores de tumor em relação a 
animais não suplementados. Entretanto, a relação CD4+/CD8+ manteve-se igual à 
relação encontrada para linfócitos de timo e linfonodos mesentéricos de animais sem 
tumor. Linfócitos infiltrados no tumor de animais suplementados com óleo de peixe no 
presente trabalho (grupo WOP) apresentaram marcação positiva para CD4+ e CD8+ 
semelhante à encontrada para o grupo W, bem como a relação CD4+/CD8+ foi igual à 
do grupo W. Esta diferença no efeito da suplementação com óleo de peixe sobre 
linfócitos de órgãos linfóides periféricos e linfócitos infiltrados no tumor pode ser 
explicada pelo fato de que, no tumor, as células tumorais secretam inúmeros 
mediadores químicos que interferem na diferenciação e função de linfócitos infiltrados 
(BEN-BARUCH, 2006; TAN & COUSSENS, 2007). 
 Nos grupos onde houve óleo de fígado de tubarão na suplementação (WFT, 
WFT+OP e WFT+GC), a relação CD4+/CD8+ foi significativamente menor que a 
encontrada para o grupo sem suplementação (W), indicando elevação da marcação 
CD8+ em relação à marcação CD4+. LEWKOWICZ et al (2005) avaliou as 
subpopulações CD4+ e CD8+ em linfócitos sangüíneos de voluntários suplementados 
com altas doses de óleo de fígado de tubarão (correspondendo a 3,6 g de 
alquilgliceróis/dia), durante 4 semanas. Os pesquisadores não verificaram diferenças 
entre a relação CD4+/CD8+ antes e depois da suplementação. Novamente o que 
poderia explicar parcialmente esta diferença entre linfócitos infiltrados no tumor e 
periféricos seria o ambiente tumoral e os produtos de secreção das células tumorais. 
 A gordura saturada, interessantemente, quando suplementada de forma isolada 
(grupo WGC) provocou grande elevação na relação CD4+/CD8+. Considerando que 
este grupo apresentou elevado crescimento tumoral (Figura 8), é possível que isto seja 
em parte devido ao reduzido número de linfócitos CD8+, e, portanto, reduzida atividade 
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citotóxica contra as células tumorais. Entretanto, como discutido a seguir, linfócitos das 
duas subpopulações (CD4+ e CD8+) podem assumir característica regulatória e 
suprimir a resposta imunitária, favorecendo o crescimento tumoral. 
 A função da resposta imunitária adaptativa em controlar o crescimento de 
tumores tem sido controversa. Embora haja estudos indicando que a presença de 
linfócitos CD8+ infiltrados em tecido tumoral constitui bom prognóstico devido a sua 
capacidade de reconhecer antígenos tumorais apresentados pelas moléculas MHC 
classe I e promover a morte de células tumorais, outros estudos mostram o inverso e 
enfatizam a ação imunossupressora destes linfócitos. SHARMA et al (2007) estudaram 
o infiltrado linfocitário de carcinoma urotelial humano, mais especificamente a presença 
de linfócitos CD8+, e correlacionaram os achados com dados clínicos. Os resultados 
mostraram que pacientes com maior número de linfócitos CD8+ infiltrados no tumor 
apresentaram maior tempo de sobrevida que pacientes em mesmo estágio de 
desenvolvimento tumoral com menor número de linfócitos CD8+. Da mesma forma, 
SATO et al (2005), avaliou que quanto maior a relação linfócito CD8+/linfócito 
CD4+CD25+ (linfócito T reg) em infiltrado tumoral, melhor foi o prognóstico e maior foi a 
sobrevida do paciente. Por outro lado, HERNBERG et al (2004) relataram que o 
aumento da razão entre linfócitos CD4+/CD8+ no infiltrado tumoral de melanomas 
humanos foi relacionado com aumento de sobrevida dos pacientes submetidos à 
radioterapia, sugerindo que linfócitos CD8+ atuam como importantes agentes 
imunossupressores e promotores de crescimento tumoral. De fato, a relação entre o 
sistema imune e as células tumorais é dinâmica. A vigilância imunitária pode controlar 
ou eliminar algumas lesões pré-malignas e tumores em suas fases iniciais. No entanto, 
com o tempo, células tumorais sob pressão seletiva do sistema imunológico podem 
sofrer um processo referido como immune editing, tornam-se resistentes às primeiras 
linhas de defesa e desenvolvem um fenótipo capaz de manipular células imunitárias 
através da secreção de citocinas e quimiocinas. Células tumorais são capazes de 
produzir IL-10 e TGF-β, moléculas que induzem tolerância imunitária, por estimular a 
proliferação de linfócitos T regulatórios (MANTOVANI et al, 2008).  Linfócitos T 
regulatórios podem ser das subpopulações CD4+ e CD8+ e até mesmo células NK, e 
são importantes para evitar resposta demasiadamente forte do sistema imunitário 
contra um antígeno, a ponto de provocar injúrias em células normais, e para impedir o 
desenvolvimento de doenças auto-imunes (JIANG & CHESS, 2004). No entanto, 
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células regulatórias infiltradas em tecido tumoral impedem a formação de resposta 
imune aguda capaz de debelar o tumor. 
 Segundo MANTOVANI et al (2008), ao contrário de uma infecção aguda viral, na 
qual linfócitos CD8+ são ativados por estimulação antigênica e inflamação aguda se 
forma, tumores podem não fornecer suficiente co-estimulação para a ativação 
linfocitária. Isso explicaria por que linfócitos T específicos para antígeno tumoral co-
existem com células tumorais, sem promover resposta aguda.  
 Diante destes fatos, a presença de maior proporção de linfócitos CD8+ em 
tumores de animais suplementados com óleo de fígado de tubarão, de forma isolada ou 
em conjunto com outra gordura (grupos WFT, WFT+OP e WFT+GC), pode ter 
contribuído para supressão de resposta imunitária aguda, e com isso, impedido 
redução ainda maior no crescimento dos tumores destes grupos.  
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6. CONCLUSÃO 
 
 
Neste estudo concluímos que: 
 
 
Quanto ao crescimento tumoral e caquexia: 
 
- a suplementação conjunta crônica com óleo de fígado de tubarão e óleo de peixe não 
propiciou efeito aditivo na redução do crescimento tumoral e da caquexia, 
possivelmente pela competição entre ácidos graxos ω-3 e alquilgliceróis pela 
incorporação nas membranas celulares; 
- óleo de fígado de tubarão suplementado isoladamente apresentou ação protetora 
para crescimento tumoral, porém inferior à do óleo de peixe. 
- óleo de fígado de tubarão suplementado isoladamente apresentou ação protetora 
para caquexia, assim como o óleo de peixe. 
 
 
Quanto aos parâmetros imunitários: 
- as diferentes suplementações exerceram diferentes efeitos sobre a proliferação 
linfocitária dos três órgãos linfóides analisados; 
- óleo de fígado de tubarão suplementado isoladamente foi capaz de aumentar a 
capacidade proliferativa ex vivo de linfócitos de órgãos linfóides periféricos de animais 
portadores de tumor, e de reduzir a razão CD4+/CD8+ de linfócitos infiltrados no tumor; 
- a ação do óleo de fígado de tubarão sobre proliferação linfocitária e sobre a razão 
entre linfócitos CD4+/CD8+ de animais com tumor prevaleceu quando óleo de fígado de 
tubarão e óleo de peixe foram associados. 
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O esquema abaixo resume as conclusões obtidas: (comparação com o grupo portador 
de tumor alimentado com dieta padrão – W)  
 
 
 
 
 
SUPLEMENTAÇÕES 
 
 
CAQUEXIA 
 
 
CRESCIMENTO 
TUMORAL 
PROLIFERAÇÃO 
LINFOCITÁRIA 
(órgãos linfóides) E 
LINFÓCITOS CD8+  
(infiltrados no 
tumor) 
 
Óleo de fígado de 
tubarão 
 
 
 
↓ 
 
↓ 
 
↑↑ 
 
 
Óleo de peixe 
 
 
 
↓ 
 
↓↓ 
 
 
Menor ou igual 
 
 
Óleo de fígado de 
tubarão + óleo de 
peixe 
 
 
↓ 
 
↓↓ 
 
↑↑ 
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